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RESUMO

Alergias sdo reacdes imunologicas causadas por substancias capazes de desencadear respostas
especificas de anticorpos IgE em individuos geneticamente predispostos, denominadas
alérgenos. Em regides tropicais e subtropicais, alérgenos provenientes de Blomia tropicalis
sdo causas importantes de sensibilizacdo mediada por respostas especificas de imunoglobulina
E (IgE) entre os pacientes com asma e rinite alérgica. O objetivo deste estudo foi produzir o
alérgeno recombinante Blo t 5 e avaliar a sua reatividade a IgE no soro de pacientes atopicos,
em comparagdo com suas contrapartes nativas de B. tropicalis utilizando testes
imunoenzimaticos. O DNA codificando para Blot 5 foi obtido a partir do RNAm de B.
tropicalis utilizando transcriptase reversa. A sequéncia de cDNA foi amplificada e subclonada
em vetor de expressdo E. coli, sendo a proteina rBlo t 5 expressa e purificada. A reatividade
de IgE ao alérgeno nBlo t 5 e rBlo t 5 foi determinada por ELISA. rBlo t 5 foi capaz de se
ligar a IgE, revelando a preservacgéo de outros epitopos Unicos de IgE a Blo t 5 ao grupo BT +
(36%) e BT- (31,2%). Este estudo comparativo confirmou a producdo e purificacdo do
alérgeno Blo t 5 recombinante, sendo que esta apresentou reatividade ao IgE nos soros dos
pacientes que foram utilizados, com moderada correlacdo de reatividade de IgE entre os

alérgenos rBlo t 5, extrato total de Bt e nBlo t 5.

PALAVRAS-CHAVE: Blomia tropicalis; Blo t 5; alergia; asma; rinite alérgica; alérgenos

recombinate.



ABSTRACT

Allergies are caused by immunological reactions to allergens, which are substances capable of
triggering specific IgE responses in genetically predisposed subjects. In tropical and
subtropical regions, allergens derived from B. tropicalis are important causes of IgE-mediated
sensitization among patients with asthma and allergic rhinitis. The aim of this study was to
produce the recombinant Blo t 5 allergen and to evaluate its reactivity to IgE in sera from atopic
patients compared to its native counterpart and B. tropicalis crude extract using
immunoenzymatic assays. A full-length cDNA encoding was Blo t 5 was cloned from a
MRNA Bt using a transcriptase reverse and PCR. The cDNA was PCR-amplifed, sequenced
and subcloned into E.coli expression vector and recombinant protein rBlo t 5 was purified.
Immunoglobulin E (IgE) reactivity of the nBlo t 5 and rBlo t 5 allergens was determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). rBlo t 5 was capable of binding to IgE
revealing the preservation of additional unique IgE epitopes in rBlo t 5 BT+ group (36%) and
BT- (31,2%). This comparative study confirmed production and purification the recombinant
Blo t 5. The recombinant protein showed great, when patients sera was used, presenting
moderate correlation of human IgE reactivity between rBlo t and crude Bt extract, rBlo t 5

and nBlo t 5 in these sera in patients in Brazil.

KEY-WORDS: Blomia tropicalis; Blo t 5; allergy; asthma; recombinat allergen; allergic

rhinitis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Alergia e atopia

As doengas alérgicas apresentaram um expressivo aumento em sua prevaléncia e na
morbidade nas ultimas décadas. Fatores como o melhor reconhecimento da doenca, maior
reatividade imunoldgica, maior exposicdo ambiental, mudanca no estilo de vida, aumento da
permanéncia em ambientes fechados, modificacbes dos habitos alimentares, aumento dos
fatores infecciosos, concentracdo exacerbada de poluentes séo alguns dos diversos fatores que
explicam o elevado nimero de doentes e da sensibilizacdo a alérgenos, na asma e rinite
(YUNGINGER et al., 1992; MOSGES, 2002; PLATTS-MILLS, 2004; SOARES et al., 2007).
Mesmo com 0s progressos ha compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos e do
maior arsenal terapéutico disponivel, ainda ndo se consegue um controle efetivo das doencas
alérgicas (BACHERT et al., 2008).

A tendéncia pessoal ou familiar de produzir anticorpos IgE em resposta as baixas doses
de alérgenos ambientais, tais como proteinas antigénicas de acaros, fungos, polens, e o
desenvolvimento de doencas, como asma, rinite ou dermatite atépica é designado como atopia
(JOHANSSON et al., 2001). Clemens Von Pirquet (1906) utilizou pela primeira vez o termo
“alergia” (que vem do grego “Allos”, significando alteracdo do estado original), para designar
“uma capacidade alterada do organismo de reagir a uma substancia estranha”. Atualmente
alergia é definida como parte de respostas do sistema imune, denominada reacfes de
hipersensibilidade (CRONWELL, 1997; CHARLES et al., 2006).

As principais causas de reacdes imunoldgicas sdo as alergias a alérgenos, que sao
substancias capazes de desencadear respostas IgE especificas. Apds determinado estimulo
alergénico os individuos apresentam manifestagdes clinicas, sendo estes geneticamente
predispostos (JOHANSSON et al., 2004). As manifestacbes mais comuns das doengas
alérgicas sdo a asma e a rinite que geralmente sdo desencadeadas ap0s exposi¢do aos
alérgenos do meio ambiente (CAMARGOS et. Al., 2007). Elas sdo consideradas as principais
doencas alérgicas respiratorias no Brasil e no mundo.

A rinite alérgica atinge aproximadamente 10 a 25% da populagdo mundial e sua
importancia sécio-econémica é relevante, devido ao aumento de sua incidéncia em todas as
partes do mundo (VON MUTIUS, 1998; BEASLEY et al., 2000). Na populacdo brasileira, a
prevaléncia média de rinite é de 27% a 34%. Ela causa varios desgastes, uma vez que
ocasiona modificagdes na vida social dos pacientes e afeta o desempenho escolar e a
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produtividade no trabalho (SOLE et al., 2004; BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE;
KHALTAEYV, 2001).

Segundo a Sociedade Brasileira de Alergia e Imunopatologia (1994), o evento
fisiopatoldgico bésico na asma é a inflamacdo das vias aéreas, que caracteriza-se por
obstruc@es reversiveis e hiperreatividade dos brénquios a varios estimulos diferentes. Estes
processos sao desencadeados por reacOes alérgicas, acometendo pessoas de varias idades e
diferentes classes sociais, persistindo com alta morbidade e mortalidade (FERRARI et al.,
1998).

1.2 Acaros de poeira doméstica e imunoterapia

Uma das mais importantes fontes de alérgenos em todo o mundo sdo acaros de poeira
domiciliar que foram descritos a partir das familias Acaridae, Glycophagidae e
Pyroglyphidae. Os &caros da familia Acaridae, Acarus siro e Tyrophagus putrescentiae, sdo
fontes de menor importancia entre os alérgenos da poeira doméstica. Para a familia
Glycyphagidae, Lepidoglyphus destructor é considerado um &caro essencialmente de
armazenamento, enquanto familia Echimyopodidae a Blomia tropicalis tem emergido como
um importante acaro da poeira doméstica em regides tropicais e regides subtropicais. Os
acaros da familia Pyroglyphidae, Dermatophagoides pteronyssinus, sdo distribuidos a partir
de regides com clima temperado para tropical, enquanto Dermatophagoides farinae sdo
encontrados em regiGes mais secas. Por outro lado, o Euroglyphus maynei é encontrado em
regibes temperadas, mas em menor abundancia (ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001,
THOMAS; HALES; SMITH, 2003).

Mais de 40 espécies de acaros sdo encontradas na poeira doméstica e alimentam-se de
varias fontes de proteinas, especialmente descamacao de células mortas da pele humana. Eles
necessitam de agua em sua alimentacdo diaria. As condicbes mais favoraveis para a
procriacdo de &caros sdo a umidade relativa de 80 a 90% e a temperatura de 23 a 30°C. Um
grama de poeira pode conter véarias centenas de milhares de acaros. Eles sdo encontrados
principalmente em colchdes, cobertores, travesseiros e onde existem aglomerados de
populacdo (FERNANDEZ-CALDAS, 1997; GUERRANT; WALKER; WELLE, 2006;
YONG; JEONG, 2009).

Mais de 50% dos pacientes alérgicos e até 80% das criancas asmaticas Sao
sensibilizados a alérgenos de acaros (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEYV,
2001; PICHLER; HELBLING; PICHLER , 2001).
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A imunoterapia utilizando extratos alergénos de acaros de poeira é eficaz para o
tratamento da rinite alérgica e asma, resultando na diminuicdo
da hiper-reatividade bronquica (PICHLER; HELBLING; PICHLER, 2001). Em um estudo
realizado por Pajno et al (2001), observou-se que a imunoterapia especifica a acaros realizada
na infancia pode impedir o inicio das sensibilizacdes alérgicas a de outras fontes de alérgenos.
Em um estudo que avaliou a presenca dos acaros nas habitacdes ndo houve diferenca entre a
presenca dos mesmos nas habitacdes de pessoas atopicas e nas de pessoas saudaveis.

As formas mais eficientes encontradas para remover os acaros sdo: lavagem da casa,
lavagem dos objetos e a secagem para retirar a maior porcentagem de umidade possivel
(PARK et al., 2002; YONG; JEONG, 2009).

Em S&o Paulo-SP, foi verificada alta freqiéncia nos niveis de IgE especifica a D.
pteronyssinus na maioria das criangas estudadas (95%) (ARRUDA, et al., 1991). Soares e
colaboradores (2007) evidenciaram que o0s niveis de sensibilizacdo aos acaros D.
pteronyssinus, D. farinae e B. tropicalis na populacdo de Uberlandia-MG foram
respectivamente, 61.7%, 59.9% e 54.7%, confirmando sua importancia como fonte de
alérgenos em pacientes desta regido.

Testes cutdneos ou a mensuracao de anticorpos IgE especificos no soro sdo usados para
indicarem sensibilizacdo, mas devem ser combinados com a historia do sujeito, para
diagnosticar a alergia clinica (RING et.al., 1989; FUIANO; FUSILLI; CRISTOFORO, 2009).

1.3 Fisiopatologia da resposta imune alérgica

As manifestacbes clinicas e patologicas da hipersensibilidade imediata (reacéo
imediata) consistem na reacdo vascular e da musculatura lisa, que se desenvolve rapidamente
apos a re-exposicdo ao alérgeno, ou como reacdo tardia representada principalmente por um
processo inflamatdrio. As reacfes de hipersensibilidade imediata sdo desencadeadas através
da exposicéo ao alérgeno que estimula as respostas imunes com padrao Th2, com consequente
producédo de IgE, seguido da ligagdo cruzadas aos receptores Fce nos mastcitos ocasionado
pelo alérgeno, que leva a ativacdo de mastocitos e liberacdo de mediadores pré-formados,
como histamina e derivados de lipideos, como os leucotrienos e prostaglandinas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

A resposta de fase tardia ocorre ap6s 4 a 8 horas e os principais mediadores desta
resposta sdo os leucotrienos, citocinas, sobretudo as interleucinas do tipo Th2 (IL-3, IL-4, IL-
5 e IL-13) e as moléculas de adesdo, tais como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (GALLI,
LANTZ, 1999; JANSON et al., 2005).
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As respostas imunoldgicas a sensibilizacdo alérgica ocorrem poucos minutos apos o
contato com o alérgeno, com os sintomas iniciados através de mediadores pré-formados e 0s
recém sintetizados, sendo que a liberacdo da histamina, prostaglandinas e fatores
quimiotaticos sdo responsaveis pelo desencadeamento dos sintomas caracteristicos da rinite
alérgica (WHITE; KALINER, 1992; TOGIAS, 2000).

Segundo Marrone (1998), o processamento do alérgeno pela célula apresentadora de
antigeno (APC) resulta na formacio de peptideos que sdo apresentados a célula T CD4" em
associacao com moléculas de classe Il do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC). O desencadeamento da resposta alérgica depende da natureza do estimulo antigénico
e de varias etapas da resposta imune do hospedeiro. O processamento do alérgeno pela APC
resulta na formagcédo de peptideos que sdo apresentados a célula T CD4" em associagdo com
moléculas de classe I do MHC.

As interleucinas IL-4, IL-5, IL-10 e I1L-13 sdo secretadas por celulas Th2 ativadas, que
auxiliam as células B a produzirem anticorpos IgE e IgG4, bem como producdo e degeneracdo
eosindfilos, basofilos e mastocitos. A presenga de IFN-y e TNF-B produzidas por células do
perfil Thl inibe a sintese de IgE pelas células B, enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13
estimulam sua sintese (WORM; HENZ, 1997). Subpopulagbes de células T CD4'CD25"
denominadas de células T reguladoras (Treg) produtoras de TGF-B e IL-10 tém sido
reconhecidas com propriedades imunomoduladoras do perfil Th1l bem como estimulo para a
producdo de anticorpos da classe IgA (WEINER, 1997). Estudos tém mostrado que o
mecanismo de supressdo das respostas em diferentes condi¢des patologicas (autoimunidade,
respostas alérgicas e infecciosas, entre outras) é dependente da producdo e secrecdo de
mediadores como TGF-3 e/ou IL-10 (PICCIRILLO et al., 2002).

As células Th17 desempenham importantes fungdes na indugdo da inflamacéo tecidual
pela indugdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, particularmente envolvendo o
recrutamento e ativacdo de neutréfilos (OBOKI et al., 2008). Foi demonstrado que em
pacientes asmaticos, a expressdo de RNAm codificando para IL-17 foi aumentada em
pulmdes, escarro, lavado broncoalveolar e soro, e a gravidade da hiperssensibilidade das vias
aereas em pacientes correlaciona com os niveis de expressdo de RNAm para IL-17, sugerindo
que esta citocina possui um papel importante na inflamacéo alérgica (WANG; LIU, 2008;
OBOKI et al., 2008).
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1.4 Blomia tropicalis

Blomia tropicalis foi pela primeira vez descrito por Van Bronswijk, de Cock e Oshima
(1973) como pequeno acaro, com 230 a 465um de comprimento, de forma globular e se
distingue facilmente de outros acaros da poeira domiciliar por apresentar um aspecto com longas

antenas que saem de seu corpo, semelhante ao porco espinho.

SN
Blomia tropicalis, &caro da poeira domiciliar (www.asmabronquica.com.br).

Este acaro pode ser encontrado principalmente em regides tropicais e sub-tropicais,
exercendo importante papel clinico nestas regides. Sua classificacdo taxondmica é: Reino
Metazoa; Filo: Artopida; Classe: Arachnida; Ordem: Astigmata; Familia: Echimypodidae;
Género: Blomia; Espécie: Blomia tropicalis (COLLOFF, 1998).

Previamente era encontrado em fazendas, sendo considerado acaro de armazenamento, e
posteriormente identificado em poeira domiciliar de areas tropicais e sub-tropicais, onde a
temperatura media € cerca de 28°C e a umidade relativa média é de aproximadamente 82%
(ARRUDA et al., 1991; Yl et al., 2006).
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Filo Classe Sub-classe Ordem Familia Género Espécie

Scorpiones Acaridea
Insecta

Glycyphagidae

Araneae
Aﬂhl‘DE Eda oot o A Astigmata
Echimyopodidae Blomia B. tropicalis
Arachnida
| Prosigmata Chartoglyphidae
Acari
Pyroglyphidae Euroglyphus
Mesostigmata Dermatophagoides | D- pteronyssinus

D. farinae

Posicdo taxonémica dos principais acaros da poeira domiciliar. Adaptado de: Chua;
Cheong; Kuo (2007).

A maioria dos estudos publicados sobre a sensibilizagdo Blomia tropicalis foram
originados nas Ameéricas e demonstrados em paises como Colémbia e Brasil, onde a
sensibilizacdo a este acaro é aproximadamente 60-80% nos individuos com asma e rinite. Outros
paises como Cuba e Estados Unidos verificaram 85% e 38% de individuos com asma e ou rinite
sensibilizados a esse acaro através do teste cutaneo de puntura (TCP), demonstrando que a asma
e a rinite alérgica estdo fortemente associadas com a sensibilizacdo ao acaro Blomia tropicalis
(PUERTA, et al., 1991; PUERTA, et al., 1993; ARRUDA et al., 1997; STANALAND, et al.,
1994). Além disso, foram demonstrados que 90-96% da populacdo atdpica de Cingapura no
sudeste asiatico eram sensibilizados a acaros sendo incluido Blomia tropicalis (KUO et al.,
1999). Nessas areas o0 acaro Blomia tropicalis tem sido demonstrado um componente importante
aos alergénos de acaros de poeira, clinicamente induzindo a respostas de IgE em pacientes com
doengas alérgicas, como asma e rinite (PUERTA et al, 1991; ARRUDA et al., 1997,
FERNADES-CALDA et al., 1993; KUO, 2003).

Vaérios autores tém demonstrado que Blomia tropicalis possui reatividade cruzada com
outros acaros, dentre eles podemos destacar: D. pteronyssinus, D. farinae, D. siboney,
Euroglyphus mayne, L. destructor, Suidasia medanensis (ARRUDA et al., 1997; MORGAN,;
ARLIAN; FERNANDEZ-CALDAS, 1996; CHEW et al., 1999; Yl et al., 2002; GARCIA, et
al., 2003; PUERTA, et al., 2005).

Estudo realizado com populacbes ndo expostas, que vivem em clima temperado onde
Blomia tropicalis ndo € encontrado em poeira doméstica, demonstrou que 50% dos pacientes

atopicos sensibilizados a Dermatophagoides ssp tiveram reatividade a IgE para B. tropicalis,
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porém de 10 a 100 vezes menor que em relacdo a D. pteronyssinus, sugerindo a hipotese de
reatividade cruzada entre os alérgenos. Outro estudo demonstrou que 63% dos pacientes
asmaticos sensibilizados a D. pteronyssinus, também foram sensibilizados a Blomia tropicalis
(SIMPSON; ARRUDA; CHAPMAN, 1997; ARRUDA etal., 1997).

A reatividade cruzada aos &caros Dermatophagoides ssp e B. tropicalis foi avaliada nas
regibes tropicais onde foi demonstrado moderada reatividade cruzada entre 0s mesmos
(ARRUDA et al.; 1997). A resposta de IgE a B. tropicalis foi inibida de 47 a 58% pelo acaro
D. siboney (FERRADIZ; CASAS; DREBORG, 1996, Y1, 2006).

A importancia clinica dos alérgenos de B. tropicalis foi demostrada em regiGes tropicais e
sub-tropicais e a frequéncia da dupla sensibilizacdo entre os &caros D. pteronyssinus e
B.tropicalis, sendo considerada elevada (SOARES et al, 2007; ALMEIDA et al, 2006,
ARRUDA et al, 1997).

1.5 Alérgenos de Blomia tropicalis

Os avangos da biologia molecular ao longo destas Ultimas décadas proporcionaram,
atraves de técnicas moleculares, o desenvolvimento de alérgenos puros e quimicamente bem
definidos, sendo utilizados como importantes ferramentas no diagnostico e na imunoterapia de
doengas alérgicas respiratorias (VALENTA et al., 1999; LARCHE, 2006).

Com a ajuda da tecnologia do DNA recombinante, muitos alérgenos importantes de varios
acaros ja foram clonados e caracterizados a nivel molecular. A combinacdo de técnicas
moleculares e imunoldgicas tem desempenhado um importante papel para a compreensao
imunoldgica dos acaros de poeira e seu real papel nas doencas alérgicas (CHUA et al., 2007).

Aproximadamente 20 alérgenos de B.tropicalis ja foram identificados e descritos na
literatura. A Blo t 1 € proteina de 221 residuos, codificada por um DNA que apresenta 663 pb e
peso molecular aproximado de 25 kDa, sendo caracterizada funcionalmente como cisteina
protease. Seu alérgeno principal € um homdlogo de Der p 1, apresentando 35% de identidade de
sua sequéncia de aminoacidos com outros acaros de poeira do grupo 1 (MORA,; FLORES;
MONTEALEGRE; DIAZ, 2003). A reatividade de Blo t 1 foi relatada em 60 a 92% pacientes
asmaticos, mas a titulacdo de IgE foi baixa, comparada com os alérgenos do Grupo 1 de outros
acaros (FONSECA,; DIAZ, 2003; MORA; FLORES; MONTEALEGRE; DIAZ, 2003). Sua
forma recombinante foi expressa em sistema eucarioto Pichia pastoris apresentando até 90% de
reatividade IgE em criangas asmaticas (CHEONG et al., 2003).

Grupo 2 de alérgeno Blomia tropicalis ainda ndo foi totalmente caracterizado, sua funcéo

molecular é desconhecida e possui 39% de homologia com Der p 2 (CHUA et al,. 2007). O



20

alergeno grupo 3 de Blomia tropicalis foi clonado com seu DNA apresentando 798 pb,
codificando 231 aminoacidos, sendo caracterizada funcionalmente como tripsina cisteina. Seu
peso molecular é 27.5 kDa e apresenta uma reatividade a IgE de aproximadamente 50-57%
(YANG, 2003; FLORES, 2003).

O alérgeno Blo t 4 do Grupo 4 possui peso molecular de 56 kDa e apresenta 65% de
homologia com o alérgeno Der p 4. Sua funcgdo protéica é alfa amilase apresentando menos de
15% de reatividade aos anticorpos IgE em pacientes sensibilizados a Blomia tropicalis (MILLS
etal., 1999).

Blo t 5 é o principal alérgeno de Blomia tropicalis. Este foi o primeiro alérgeno a ser
clonado e expresso em sistema procarioto apresentando DNA 432 pb e codificando 134
aminoacidos. Além disso, possui aproximadamente 14 kDa e apresenta de 70 a 90% de
reatividade ao anticorpo IgE em pacientes atdpicos. A homologia ao alérgeno Der p 5 é de 40 a
50% (ARRUDA et al., 1995).

O alérgeno Blo t 6 apresenta aproximadamente 10 a 20 % de reatividade a IgE em soros
de pacientes asmaticos. Seu DNA é constituido de 1045 pb e 270 aminoacidos com peso
molecular de 25 kDa, e sua homologia com Der p 6 é de 58% (THOMAS et al., 2002;
THOMAS; SMITH; HALES, 2004).

O alérgeno Blo t 10 foi expresso em sistema procarioto e 20 a 29% de IgE presente nos
soros de pacientes atdpicos tiveram reatividade com IgE. Codificado por uma proteina de 284
aminoacidos a partir de um DNA de 852 pb, possui mais de 90% de homologia com outros
acaros do grupo 10 e seu grupo funcional € uma tropomiosina (Y1 et al., 2002).

O Blo t 11 € considerado o alérgeno com maior peso molecular de Blomia tropicalis,
aproximadamente 102 kDa. Apresenta em seu DNA 2625 pb que codifica uma proteina de 875
aminodcidos, sua fungdo molecular é a paramiosina e seu recombinante apresenta uma
reatividade com o IgE de 18 a 52% (RAMOS, et al., 2003 a; RAMOQOS, et al., 2003 b).

O Blo t 12 é um alérgeno com DNA apresentando 582 pb e o peso molecular em torno de
14,2 kDa, sendo expresso em sistema eucarioto e procarioto com variaces na reatividade de 20
a50% (LIM et al., 2002; PUERTA et al., 1996).

O Grupo 13 Blomia tropicalis possui peso molecular de aproximadamente 14 kDa
sendo expresso por sistema procarioto, apresentando baixa reatividade a IgE (11%) e 80% de
homologia com Der p 13 (CARABALLO et al., 1997; CHUA et al., 2007).

O alérgeno Blo t 19 é codificado por 507 pb, com peso molecular de 7.2 kDa e baixa a
moderada reatividade a IgE de 3 a 20% (THOMAS et al., 2002).
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1.6 Alérgenos Recombinantes

Uma ferramenta importante utilizada no estudo de alérgenos a acaros sao proteinas
recombinantes. Elas podem ser usadas para melhoria da eficacia clinica do diagnostico e
tratamento de alergias respiratorias (GAO et al., 2007, GOH et al., 2001).

A biologia molecular permitiu a producdo, identificacdo e a caracterizacdo de varias
proteinas recombinantes em larga escala, as quais apresentam fundamental importancia no
diagnostico sensivel e especifico, além de um estudo mais detalhado dos fatores que
influenciam a alergenicidade e imunogenicidade de determinado alérgeno. Uma selegéo
cuidadosa para a clonagem pode resultar em alérgenos recombinantes com atividade
alergénica comparada aquela apresentada pelos naturais (SCHEINER; KRAFT, 1995;
VALENTA et al., 1999).

Estudos comparativos entre proteinas recombinantes inteiras e fragmentos (peptideos)
tém demonstrado diferencas de reatividade para IgE, podendo ser encontradas porcdes tanto
hiperalergénicas quanto hipoalergénicas da molécula (NIEDERBERG et al, 2004; NAIK et al,
2008).

Niederberger et al. (2004) produziram peptideos derivados de Bet v 1, o principal
alérgeno de pdlen de Bétula, cuja reatividade para IgE foi 100 vezes menor que da proteina
inteira, para utilizacdo em diferentes protocolos de vacinagdo. Por outro lado, varios
pesquisadores tém focado sua atencdo na identificacdo de epitopos de alérgenos que se liguem
mais fortemente a IgE, com o objetivo de melhora do diagndstico de doencas alérgicas (Yi et
al., 2002; RAMOS et al., 2003a; RAMOS et al., 2003b).

Atualmente, sistemas de expressdo, em bactérias, leveduras e sistemas virais, de
maneira bastante padronizada tem resultado em grandes quantidades de proteinas de alérgenos
recombinantes que podem ser facilmente purificaveis (GELLISSEN, 2000).

A maioria dos protocolos utiliza atualmente o sistema de expressdéo em E. coli,
procarioto pouco exigente e de crescimento acelerado, com ciclos completos a cada 20
minutos. No entanto, alguns casos de proteinas expressas ndo reativas neste sistema foram
evidenciados, possivelmente devido as diferengas nos mecanismos de expressdo e/ou nas
modificacbes pds-traducionais, exclusivas de sistemas eucariotos (LASCOMBE et al., 2000;
SMITH et al., 2001).

A vantagem de se utilizar alérgenos recombinantes para propdsitos de diagnostico é que
eles podem ser sistematicamente produzidos com alto grau de pureza, a concentragao protéica
pode ser pré-determinada e pode se produzir misturas padronizadas de alérgenos de diferentes
fontes (CHAPMAN et al., 2000).



22

Assim, a producdo de alérgenos recombinantes € uma maneira eficiente de se obter altos
rendimentos para estudos imunologicos e bioguimicos, bem como diagndstico e tratamento de
doencas mediadas por IgE (LIM et al., 2004).

1.7 Alérgeno Blo t5

O alérgeno Blo t 5 é considerado clinicamente um dos principais alérgenos de Blomia
tropicalis possuindo em seu DNA 432 pb que codifica uma proteina de 134 aminoacidos, com
aproximadamente 14 kDa (ARRUDA et al., 1995).

Blo t 5 se encontra principalmente na parede do intestino médio e posterior e nas fezes
do acaro B. tropicalis (GAO et al., 2007), sendo reconhecidas varias formas nativas Blo t 5
(Yietal., 2002, Yi et al., 2006).

A proteina Blo t 5 foi o primeiro alérgeno de Blomia tropicalis a ser expresso de forma
recombinante em sistema procarioto utilizando proteinas de fusdo GST (ARRUDA et al.,
1997). Atualmente, ela ja foi expressa em varios tipos de sistema. Goh et al. (2001) realizaram
a expressdo utilizando clones Pichia pastoris, resultando em uma proteina que apresentou 14
kDa, sendo demonstrada reatividade ao anticorpo IgE em soros de individuos atdpicos. LIM,
et al., (2004) expressaram Blo t 5 em Ovulos de hamster encontrando uma correlagéo entre a
reatividade a Blo t 5 recombinante expressa e a forma nativa em testes cutaneos.

Em paises asiaticos, a sensibilizacdo a Blo t 5 € uma das mais prevalentes entre os
individuos atopicos, podendo exceder a 70%, o que pode ser justificado pelo excesso de
exposi¢do, devido a abundéancia desse alérgeno no ambiente, podendo ser encontrado em 32 a
40% das residéncias (LIM et al., 2002; CHEW et al., 1999; Y1, 2006).

Estudos realizados com pacientes asmaticos de regides subtropicais e tropicais
demonstraram que 70% apresentaram reatividade ao anticorpo IgE a Blo t 5 por imunoensaios
(ARRUDA et al., 1997). A maioria dos individuos sensibilizados a este alérgeno
apresentaram altos titulos de IgE especifica, demonstrando elevado potencial alergénico (YI,
et al 2002; Yl et al., 2004).

Apesar de existir uma homologia de 42% entre o grupo 5 de B. tropicalis e D.
pteronyssionus, alguns estudos demonstraram a existéncia de moderada a baixa reatividade
entre eles (CHEW et al., 1999). Outro estudo foi capaz de demonstrar que os alérgenos de Blo
t 5 e Der p 5 apresentaram inibicdo de aproximadamente 75% IgE do outro alérgeno,
sugerindo uma importante reatividade cruzada entre ambos (CARABALLO et al., 1997).

Devido a grande importancia de Blo t 5, varios de seus epitopos estdo sendo estudados e

ja foi determinado que peptideos com residuos 35-50 conseguiram inibir mais de 50% da
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reatividade vinculada a Blo t 5. Peptideos que abrangem os residuos 45-50 inibiram 37% de
ligacdo a IgE a Blo t 5 e peptidios 46-61 inibiram 16% dessas ligacbes (CARABALLO et al.,
1997; YI et al., 2006). Varios autores relatam que Blo t 5 pode ser usado para o
desenvolvimento de reagentes diagndsticos a alergia aos acaros, e que estudos devem ser
continuados a fim de desenvolver um forma de Blo t 5 hipoalergénica com possiveis
utilizagdes na imunoterapia (Y1, 2002; Y1, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo principal foi utilizar a metodologia de produgdo de proteinas recombinantes,
relacionada com alérgenos de Blomia tropicalis e comparar sua reatividade a IgE de soros de
pacientes atopicos aos alérgenos de extrato total deste acaro e com o alérgeno Blo t 5

recombinante e nativa.

2.2 Especificos

» Clonar, expressar e purificar proteinas recombinantes Blo t 5 de B. tropicalis;

» Comparar a resposta de anticorpo IgE em soros de pacientes a alérgenos de B.
tropicalis e Blo t 5 nativa e recombinante de pacientes atdpicos;

» Verificar a utilidade do alérgeno Blo t 5 para avaliacdo da sensibilizagdo a Blomia

tropicalis em pacientes com asma e rinite alérgica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), que regulamenta a pesquisa envolvendo
seres humanos (Anexo 1). Os individuos que concordaram em participar da pesquisa
assinaram um Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), estando cientes de
todos os procedimentos adotados e responderam a um questionario clinico elaborado segundo
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC, 1998) (Anexo 3).

3.2 Selecéo dos pacientes

Um total de 121 individuos adultos foram recrutados para o estudo. Noventa e um
individuos (32 homens e 59 mulheres, com idade entre 18 a 65 anos) tinham rinite alérgica
(RA) com ou sem asma leve a moderada e foram selecionados no Ambulatério de Alergia e
Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia com base
na historia clinica de sintomas alérgicos apds exposicdo aos acaros da poeira doméstica e teste
cutaneo de puntura (TCP) positivo a alérgenos de acaros. A presenca de manifestacdes de
espirros, rinorréia e/ou obstrucdo nasal intermitente, relacionadas a exposicdo a alérgenos
inalaveis e na historia pessoal e/ou familiar de doencas atdpicas foi determinante para o
diagnostico de rinite alérgica enquanto que a presenca de dispnéia e sibilancia foi determinante
para o diagnostico clinico de asma (ISAAC, 1998).

Como grupo controle, 30 individuos saudaveis (6 homens e 24 mulheres, com idade de
18 a 47 anos) também foram selecionados entre os alunos dos cursos de graduacdo e pos
graduacdo da UFU, com base na auséncia de histdria clinica de alergia e TCP negativo a um
painel de aeroalérgenos padronizados (ndo-atépicos, NA).

Os critérios de exclusdo utilizados foram: uso de anti-histaminicos ou corticosterdides,
por via oral ou tdpica, na semana anterior ao teste; uso de corticosteroides sistémicos por
periodo de tempo prolongado; pacientes com prévia imunoterapia especifica com alérgenos;
pacientes com asma grave, doencas cardiovasculares ou auto-imunes, fazendo uso de drogas
quimioterapicas ou imunossupressoras; presenca de lesdes dermatoldgicas na area de

realizacdo do teste cutaneo.

3.3 Teste cutaneo de puntura (TCP) e coleta de sangue
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Todos os individuos participantes do estudo foram submetidos ao teste cutaneo de
puntura (TCP) de acordo com Ownby (1988) para avaliar a hipersensibilidade imediata. O
teste foi realizado na regido do antebraco dos individuos, sendo primeiramente realizada a
anti-sepsia local com alcool etilico 70% e depositado aproximadamente 10 pL dos seguintes
extratos alergénicos glicerinados: extratos de &caros (D. pteronyssinus, D. farinae e B.
tropicalis), preparados como descrito anteriormente (PEREIRA et al.,, 2005); extratos
comerciais de barata (Blattella germanica e Periplaneta americana), de fungo (Alternaria
alternata) e de epitélio de animais domésticos (Felis domesticus e Canis familiaris) (FDA
Allergenic, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Brasil). Como controle positivo foi utilizado solugéo de
histamina a 10 mg/mL e, como controle negativo, diluente da preparacdo alergénica
tamponado com glicerol (FDA Allergenic, Rio de Janeiro, Brasil). A mensuracdo da papula
foi realizada ap6s 15 minutos, considerando como TCP positivo as papulas com diametro
médio maior que 3 mm que aquelas do controle negativo (McKAY et al., 2006).

Paralelamente ao TCP, foram coletadas amostras de sangue (10 mL) sem anti-
coagulante de cada individuo utilizando tubos Vacutainer (Becton, Dickinson and Company,
Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ, EUA) e agulhas 21G1 para pungdo venosa na regido
do antebragco. As amostras de sangue foram centrifugadas durante 10 minutos a 700 x g e 0s
soros obtidos foram distribuidos em aliquotas e armazenados a -20°C até a realizacdo dos

testes sorologicos.

3.4 Preparacao dos extratos alergénicos de acaros

A extracdo dos alérgenos de acaros (D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis) foi
realizada de acordo com o protocolo anteriormente descrito (PEREIRA et al., 2005). Em
resumo, 200 g de material seco de cultivo de acaros (gentilmente cedido pelo Prof. Federico
Montealegre, Immunochemistry Laboratory, Medical School of Ponce — Porto Rico, EUA)
foram peneirados, adicionados em solucdo salina tamponada com borato 5 mM (pH 8,0)
contendo inibidores de proteases (50 pug/mL de leupeptina, 10 ug/mL de aprotinina, 1,6 mM
de fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF], 1 mM de benzamidina), macerados em nitrogénio
liquido para ruptura dos acaros e incubados durante 18 horas a 4°C sob agitacdo para extracdo
dos alérgenos. Apos centrifugacdo a 20.000 x g durante 45 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
dialisado em solucéo salina tamponada com fosfatos 0.01 M pH 7.2 (PBS) por 24 horas a 4°C,
consistindo no extrato total de &caros, o qual foi distribuido em aliquotas e armazenado a -
20°C.
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O conteudo protéico dos extratos totais de acaros foi determinado pelo método de
Lowry e colaboradores (1951), utilizando soroalbumina bovina como padréo protéico para a
curva de calibracéo.

Para o TCP, os extratos alergénicos de acaros foram preparados a partir dos extratos
totais, em concentracdo protéica final de 2 mg/mL em PBS contendo 0.4% de fenol e 50% de
glicerina (Bayer Corporation, Spokane, EUA). Os extratos foram armazenados em frascos de

vidro do tipo ambar com conta-gotas a 4°C até a realizagdo dos testes cutaneos.

3.5 Pesquisa de sequéncias do gene dos antigeno Blo t 5 de B. tropicalis

Sequiéncias do gene e de aminoacidos que codificam a proteina Blo t 5 de B. tropicalis
foram obtidas do banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI)
tendo nimero de acesso DQ788684 e U59102 respectivamente e www.allergen.org (list of
allergens: Animalia Arthropoda > Astigmata > Blomia tropicalis

Por meio das seqiiéncias encontradas, foram planejados e sintetizados os trés
oligonucleotideos (primers) iniciadores utilizados para a amplificacdo do cDNA do gene Blo t
5, sendo primers F (5’-CAATTACATATGAAGTTCGCCATCGTTCTT-3’); RO (5°-
GAACATTTATTGACATTTAAT-3) e R (5’-CATGGGATCCTTATTGGGTTTGAATAT
CCTT-3’). Os primers F e R foram sintetizados contendo os sitios para as enzimas de
restricdo Nde | (New England Biolabs, Inc Ipswich, MA, EUA) ( CATATG) e Bam HI (New
England Biolabs, Inc) (GGATCC).

3.6 Extracgédo de RNA total de B. tropicalis

Para a realizacdo da extracdo de RNA de B. tropicalis foram utilizados um total 600
acaros contados individualmente, com auxilio de lupa, depositados em microtubo de 1,5 mL,
para extracdo de RNA total utilizando o kit “Ultraclean Tissue RNA Isolation” (Mobio
Laboratories, Cralsbad, CA, EUA) conforme instru¢cbes do fabricante. Para verificar a
integridade da amostra RNA total obtida, realizou-se eletroforese em gel de RNA [Agarose
1%; 0,1 M (3-N-Morphalino), propanisulfonic Acid, 40 mM Sodium acetate, 5 mM EDTA
pH 8], para verificar a presenca das bandas 28S, 18S e 5S, corrido por uma hora a 120Volts.

3.7 Transcriptase reversa e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
Transcriptase reversa foi realizada utilizando kit “One Step RNA PCR” (TaKaRa
Biotech Co. Led. Japdo) conforme instrugdes do fabricante, descrito resumidamente.

Primeiramente, foi realizada uma amplificacdo de RNA total do acaro B. tropicalis por reacao
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em cadeia da polimerase PCR com trasncriptase reversa, utilizando “One Step RNA PCR Kit”
(TaKaRa Biotech Co. Led. Japdo) e termociclador (Base for gene Pro Thermal Cycle,
China). Para um volume final 50 pL: 20 pmol dos “primers” F e RO, 2 ug de RNA total, 2,5
mM de dNTP, 40 unidades de inibidores de RNAse, 5 unidades de M-MLV Reverse
Transcriptase XL, 5 unidades de Tag-polimerase. A seguir a reagdo foi incubada 50°C por 30
minutos e apds 94°C por 2 minutos para amplificacdo do gene Blo t 5, sendo posteriormente
submetida a 30 ciclos de amplificacdo 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C
por 1 minuto e uma incubacdo final de 72°C por 5 minutos. O produto desta PCR foi
analisado por eletroforese em gel 1% de agarose (Ultra Pura Invitrogen), utilizando como
corante Blue Green Loading (LGC Biotecnologia LTDA, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) corrido
por 1 hora a 120 Volts.

Uma segunda reacdo utilizando a técnica de Nested PCR foi realizada para obter o
cDNA que codifica Blo t 5, o produto acima foi tratado como molde para a reacdo, sendo
utilizado os primers F e R nas seguintes condi¢6es: um volume final de 50 uL contendo 20
pmol de primers F e R, 5 puL do produto de PCR, 2,5 mM de dNTP (Invitrogen), 5 unidades
de Tag-polimerase (Platinium® Taq DNA Polimerase Invitrogen). As condi¢fes de
amplificagcdo foram 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificagéo a 94°C por 30
segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto finalizando com uma incubacdo de
72°C por 5 minutos. O produto final foi analisado por eletroforese em 1% gel de agarose com

previamente descrito.

3.8 Clonagem e transformacao de bactérias competentes

3.8.1 Ligacdo cDNA Blo t 5 ao vetor pTZ57R/T

Para realizar a ligagdo do produto amplificado Blo t 5 por PCR ao vetor pTZ57R/T
seguiu-se as recomendacfes do fabricante (Fermentas Life Sciences, St. John's, Canada).
Resumidamente, a reacdo de ligacdo foi realizada utilizando o vetor pTZ57R/T, amostra do
cDNA de Blo t 5 (7 L), 10X tampdo de ligase (1,5 pL), T4 DNA ligase (1 pL), para um
volume final de reacdo de 15 pL, sendo incubado por 24 horas a 4°C. O vetor pTZ57R/T
clonado com Blo t 5 passou a receber a identificacdo de pTZ57R/T-Blo t 5.

3.8.2 Transformacéo de E.coli DH5-a
A transformagéo de E. coli DH5-a previamente competentes com 0 vetor pTZ57R/T-
Blo t 5 foi realizada inicialmente através do descongelamento de DH5- o em banho de gelo
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adicionando solucdo de transformacdo “Transformaid T-solution” (Fermentas), em seguida
foi incubado o vetor pTZ57R/T-Blo t 5 com suspenséo bacteriana por 5 minutos em banho de
gelo e em seguida submetida a chogue térmico 42°C por 30 segundos e logo ap6s em banho
de gelo por 10 minutos. A suspensdo bacteriana (50 pL) foi inoculada em 100 pL de meio de
cultura “Transformid C-medium” (Fermentas), por uma hora a 200 rpm 37°C. As bactérias
foram plaqueadas em placas de petri contendo meio de cultura “agar” (10g de NaCl, 10g de
bactroptona e 5 g de extrato de levedura, 20 g de agar por litro pH 7.5) e acrescido de 50
pug/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich; Saint Louis, Missouri, EUA) e suplementadas com 50
pg/mL 5-bromo-4-cloro-3indolil-p-Dgalactosideo (X-gal) (Sigma).

As colbnias crescidas em placa de Petri foram selecionadas aleatoriamente sendo
coletadas em capela de fluxo e posteriormente inoculadas em 15 mL meio cultura “caldo”
(10g de NaCl, 10g de bactroptona e 5 g de extrato de levedura por litro pH 7.5) acrescido de
50 pg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich) e colocadas sobre agitagdo em shaker a 200 rpm a
37°C 18 horas. Cada amostra foi aliquotada em microtubos de 1,5 mL, diluidos 1:2 com
glicerina estéril e estocados a -80°C.

Alternativamente o mesmo procedimento foi utilizado para transformar DH5-0 com o
vetor pET14b (pET14b plasmid DNA, NOVAGEN, Charmany. EUA) nos procedimentos a

sequir.

3.9 Extracéo do plasmideo pTZ57R/T-Blot5 de E. coli DH5-a

Para efetuar a extracdo do inserto Blo t 5 (pTZ57R/T-Blo t 5) em E. coli DH5-a
utilizou-se o protocolo “QIAGEN QIA min prep” (Qiagen, Germantown, Maryland, USA)
conforme instrucdes do fabricante. Foram coletadas colénias E. coli DH5- a transformadas
com vetor pTZ57R/T-Blo t 5 (E. coli DH5-a pTZ57R/T-Blo t 5 das placas de Petri contendo
meio de cultura agar e incubadas em meio de cultura “caldo” em agitacdo de 200 rpm a 37°C
18 horas. As culturas crescidas com E. coli DH5-pTZ57R/T-Blo t 5 foram centrifugados a
1.700 x g por 3 minutos, sendo descartados o0s sobrenadantes, aos sedimentos foram
processados conforme o kit QIAGEN. Resumidamente, foram adicionados em cada reagédo
250 pL dos tampdes P1 e P2 realizando inversdo 4-6 vezes em cada tubo, posteriormente
centrifugando por 10 minutos a 25°C por 10.000 x g, o sobrenadante foi aplicando em micro-
coluna de filtro, sendo centrifugada a 10.000 x g a 25°C por 1 minuto. Para lavagem dos
plasmideos na micro-coluna utilizou-se 750 pL do tampdo PE, centrifugando por 1 minuto a
25°C a 10.000 x g, a secagem da micro-coluna de filtro foi realizada ap6s nova centrifugacao

a10.000 x g por 1 minuto a 25°C e posteriormente transferido para microtubo estéril.
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Para eluicéo final foi utilizado tampédo EB (10 mM Tris-CL, pH8) para vetor pTZ57R/T-
Blo t 5, centrifugando novamente a 1 minuto 10.000 x g. A confirmacdo da presenca do gene
para Blo t 5 foi realizada através de uma nova PCR utilizando-se dois primer F e R.
conforme descrito item 3.7 Os produtos finais da extracdo plasmidiais e da reagéo de PCR
foram analisados por eletroforese em 1% gel de agarose (Invitrogen) utilizando como corante
Blue Green Loading (LGC Biotecnologia LTDA) e corridos por uma hora a 120 Volts. Para o
plasmideo pET14b realizou-se 0os mesmos procedimentos de extracao, exceto a utilizacdo do
tampdo EB sendo substituido pelo tampao TE (10 mM Tris Cl; 1 mM EDTA, pH 8) durante a

eluicdo.

3.10 Digestéo dos vetores

3.10.1 Padronizacéo da digestdo do vetor pTZ57R/T-Blot 5

Para realizar a padronizacdo da digestdo plasmidial, do vetor pTZ57R/T-Blot 5 foram

realizadas cincos reacoes se diferenciando na concentracdo das enzimas adicionadas, como se

segue:

Reacéo Plasmideo Enzima Ned | Enzima Bam HI
pTZ57R/T-Blot5

Reacéo 1 8 ul 5ul -

Reacéao 2 8 ul 10ul -

Reacéo 3 4ul 10ul -

Reacdo 4 8 ul Sul 5ul

Reacdo 5 8 ul 10l 10ul

Todas as reagbes foram incubadas separadamente com Tampdo 4 (10 vezes

concentrado) (Biloabs), soro albumina bovina (BSA) 10 vezes concentrado (Biloabs), enzima

foram posteriormente acrescidas da enzima Bam HI (Biloabs) na concentragéo de 2,5 U/ ul e
incubada novamente por 1 hora a 37°C. Os produtos da digestdo foram aplicados a gel 1% de
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agarose Low Melting (Invitrogen) e utilizando como corante Blue Green Loading (LGC

Biotecnologia LTDA) corrido por uma hora a 120 Volts.

3.10.2Digestao dos vetores pTZ57R/T-Blot5 e pET14b

Para realizar a digestdo plasmidiais, dos vetores pTZ57R/T-Blo t 5 e pET14b foram
incubados separadamente com Tampéo 4 (10 vezes concentrado) (Biloabs), soro albumina
bovina (BSA) 10 vezes concentrado (Biloabs), enzima Nde | (Biloabs) 2,5 U/ul, H,O
ultrapura (GIBCO) a 37°C por 1 hora. Posteriormente a reacdo foi acrescida da enzima Bam
HI (Biloabs) na concentracdo de 2,5 U/ ul e incubada novamente por 1 hora a 37°C. O
produto da digestdo foi aplicado a gel 1% de agarose Low Melting (Invitrogen) e utilizando
como corante Blue Green Loading (LGC Biotecnologia LTDA) corrido por uma hora a 120
Volts.

3.11. Purificacéo e reacgéo de ligacdo do inserto Blo t 5 ao vetor pET14b

A purificacdo do inserto Blo t 5 e do vetor pET14b foi realizada através da extracdo dos
mesmo em bandas do gel de agarose Low Melting 1%, utilizando transluminador para a
visualizagdo das mesmas. Utilizou-se o protocolo kit de extracdo QIAquick gel extraction kit
(QIAGEN) seguindo as orientacfes do fabricante. Primeiramente as bandas de géis extraidas
foram pesadas e adicionados 3 vezes o volume (100 ug = 100 uL) de Buffer QG, sendo
incubados a 50°C por 10 minutos e adicionado o0 mesmo volume dos géis com isopropanol e
posteriormente os volumes finais foram transferidos para as micro-colunas de filtros em um
valor maximo de 800 uL, centrifugando-os por 1 minuto a 10.000 x g 25°C, adicionou-se 500
uL Buffer QG realizando nova centrifugacdo 10.000 x g por 1 minuto a 25°C, o volume
excluido da micro-coluna foi desprezado. Para realizar a secagem da micro-coluna realizou-se
nova centrifugacdo a 10.000 x g 1 minuto a 25°C. Os 4&cidos nucléicos retidos foram
removidos da micro-coluna de filtros e eluidos em microtubos limpos com Tampédo EB por
centrifugacdo a 10.000 x g 1 minuto 25°C.

A reacéo de ligacéo apos a purificacdo do inserto Blo t 5 ao vetor pET14b foi realizada
inicialmente coma a incubagéo do inserto Blot 5 (7 pL) e o vetor pET14b (4 pL) com tampéo
10 vezes ligase (Biloabs) (1.5 puL), TADNA ligase (Biloabs) (1 pL) para um volume final de
15 L a 4°C por 18 horas.

3.12 Producéo de células competentes (Rosetta DE3)
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Para realizar a competéncia das células utilizou-se inicialmente um pré-inoculo em
meio) cultura “caldo” a 37°C crescido previamente por 20 horas (colonia Rosetta DE3
Novagen). Inoculou-se 500 pL do pré-inoculo em 50 mL de meio “caldo” deixando sobre
agitacdo de 200 rpm a 37°C até atingir densidade oOpitca (D.O) de 0,1 a 0,3 (mais ou menos 3
horas). As células foram posteriormente centrifugadas a 3.000 x g 4°C por 15 minutos, e 0
sedimento ressuspenso em 10 mL da solugdo 50 mM CaCl, a 4°C com suave agitacéo.
Centrifugou-se novamente a 3.000 x g a 4°C por 15 minutos, descartando o sobrenadante e 0
sedimento ressuspenso novamente em 1 mL da solugdo CaCl, 50 mM a 4°C. As células foram
mantidas 1 hora em banho de gelo, sendo a partir de entdo consideradas competentes
(AZEVEDO, 2003).

3.13 Reacdo de Transformacao do vetor pET14b-Blo t 5 em E. coli Rosetta (DE3)

Para realizar as transformacdes das células previamente competentes, inicialmente
realizou a incubacdo de 1 mL das células competentes com 2,5 uL. do vetor pET14b-Blo t 5
em gelo por 5 minutos. Posteriormente realizou-se o chogue térmico incubando a reacdo 42°C
por 30 segundos e em seguida banho de gelo por 10 minutos. Posteriormente as bactérias
foram adicionadas em meio cultura “caldo” e a reacdo incubada por 1 hora a 37°C sobre
agitacdo de 200 rpm e a seguir plaqueadas em placas de Petri contendo meio cultura “agar”

com 50 pg/mL de ampicilina (Sigma), sendo crescidas por 18 horas 37°C.

3.14 Expressdo de Blo t 5 em E. coli Rosetta (DE3)

A expressdo da proteina Blo t 5 recombinante foi dividida em duas etapas: Fase Teste,
em menor escala, com o objetivo de verificar se a expressao foi alcancada; e Fase de
producdo, em maior escala, visando a producdo de proteinas recombinantes para posterior
purificacdo, em quantidade suficiente para os ensaios bioldgicos subsequentes.

3.14.1 Teste de Expressao de Blo t 5 em E.coli Rosetta (DE3)

Para realizar o teste de expressdo de Blo t 5 em E. coli Rosetta (DE3), primeiramente
foram selecionadas 6 col6nias e inoculadas em 5 mL de meio de cultura cultura “caldo” com
ampicilina 50 pg/mL e incubou por 16 horas a 37°C sob agita¢do 200 rpm.

Os inoculos foram diluidos 1/100 em 5 mL de meio cultura “caldo” acrescidos 50
pg/mL ampicilina (Sigma) e incubado a 37°C sob agitacdo 250 rpm até atingir Agpomm = 0.6.
Foram retirados aliquotas de 400 pL dos indculos sem inducdo IPTG (tempo 0),
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centrifugando-os a 9.000 x g por 1 minuto a 4°C, sendo o sobrenadante desprezando e o
pellet ressuspenso em 40 pL de tampéao da mostra.

Para iniciar 0s ensaio de expressdes adicionou-se 1 mM de isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) nos indculos, sendo estes incubado a 37°C sob agitacdo 250
rpm a 3 horas. Em cada hora de inducéo, foram retiradas aliquotas de 400 pL e centrifugados
como previamente descrito, sendo ressuspenso em 60 pL de tamp&o de amostra (Tris-HCL
0,1M pH 6, SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2% , Glicerol a 20%). Para verificar a
expressdo da Blo t 5 o contetdo protéico das amostras foram analisados em gel SDS-PAGE
como descrito por Laemmil 1970.

3.14.2 Producéo de Blo t 5 em E. coli Rosetta (DE3) em larga escala

Para a inducdo de Blo t 5 foi utilizada colonias E. coli Rosetta (DE3) transformadas
com vetor pET14b-Blo t 5 pré-selecionada no teste de expressdo, sendo esta inoculada em 100
mL meio cultura “caldo” com 50ug/mL de ampicilina (Sigma) a 37°C overnight. As células
foram re-inoculadas em 900 mL meio cultura caldo totalizando um volume final de 1L e
incubadas a 37°C a 250 rpm até atingir uma D.O. de 0.6 (por mais ou menos lhora) sendo
adicionado 1 mM (IPTG) (Sigma) e incubado sobre agitagdo 250 rpm em shaker por 3 horas a
37°C. O contetdo do cultivo de 1 L foi centrifugado a 900 g por 40 minutos e 0 sedimento
resultante foi pesado e estocado a — 80°C até a extracao protéica.

Como controle negativo, foram cultivadas células nas mesmas condi¢des, mas sem
adicdo de IPTG. Para avaliar a eficiéncia da inducdo protéica de Blo t 5 foram retiradas
aliquotas de 100 pL de suspensdo de células sem inducdo e com inducdo de IPTG. Ambas
aliquotas foram centrifugadas a 1.700 x g por 3 minutos. Posteriormente o perfil das bandas

de inducéo foram avaliadas em gel gradiente SDS PAGE de 5-22%.

3.15 SDS-PAGE 15%

Os géis de separacao foram preparados com uma solucdo Tris-HCL 125 mg/mol (pH
8.8), dodecil sulfato de sodio (SDS, Bio-Rad) 0.1%, N,N’-Metileno-bis-acrilamida (Bio-Rad)
5%, N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED, Bio-Rad) 0.125% e persulfato de amdnia
(Bio-Rad) 0,125%, diluidos em &gua deionizada. O gel de empilhamento foi preparado a 5%,
com 0s mesmos compostos, porém, utilizando Tris-HCI 0.375 mg/mol (pH 6.8) como solucéo
tamponante. O tempo de polimerizacdo foi de aproximadamente 40 minutos para o gel de
separacao e 20 minutos para o gel de empilhamento.
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As amostras foram previamente diluidas em tampé&o de amostra, contendo Tris-HCL 0.1
M, (pH 6.8), SDS 4%, azul de bromofenol 0.2% e gicerol 20%, e submetidos a aquecimento a
95°C em banho seco (Termobath ALB64- Finemould Precision Ind., Co., Suel, Coréia do
Sul), por 5 minutos, para desnaturagdo protéica antes da aplicacdo no gel, em condicGes
desnaturantes e ndo redutoras (LAEMMLI, 1970), utilizando sistema para mini-gel “Mighty
“Small Multiple Caster” (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Franscisco, EUA).

A eletroforese foi realizada sob condicGes de corrente de 20 mA a aproximadamente 50
minutos. Apds a corrida os géis foram corados com “Coomassie Blue brilhant blue R2507,
(Sigma).

3.16 SDS-PAGE 5-22%

O sistema de tampéo descontinuo descrito por Laemmili & Favre (1973) foi utilizado,
com géis gradiente de acrilamida de 5 a 22% e no empilhamento de 3%. Os géis de separacao
foram preparados com glicerol 0.7%, tampdo de separacdo 360 mM pH 8.8 (Tris-base
45.38%, 6 N HCI 10%), SDS 10%, acrilamida/bisacrilamida (30:0.8) nas devidas
concentragfes, TEMED 0.003% e PSA 0.0128%. O gel de empilhamento foi preparado com
tampé&o de empilhamento 124 mM pH 6.8 (Tris-base 15.32% e HCI 12 N 10%), SDS 0.12%,
acrilamida/bisacrilamida (30:1.6) a 3%, TEMED 0.006% e PSA 0.150%.

A eletroforese foi realizada com tampéao eletrodo (100 mM Tris, 7.8 mM EDTA, 770
mM glicina, SDS 3% pH 8.3) e corrente constante de 45mA. Apds a corrida, o gel foi corado
Coomassie Brilliant Blue R 125 e descorado em solugdo descorante (metanol 5% e acido
acetico 9%), para visualizacdo das bandas polipeptidicas, sendo avaliado a intensidade destas,
utilizando o programa computacional KODAK 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co.,

Rochester, EUA), sendo avaliadas em pixel/mm?.

3.17 Extracao e purificacdo da proteina recombinante Blo t 5

Para a purificacdo da proteina recombinante foi utilizado o sedimento obtido como
descrito no item 3.14.2, este foi ressuspenso em tampao fosfato a 10 mM imidazol (50 mM
NaH,PO,4, 300mM NaCl, 10 mM imidazol) na razdo de 3 mL por grama de peso do sedimento
e incubada por 30 minutos a 37°C sobre agitacdo pendular moderada. Posteriormente foram
realizados congelamento-descongelamento por seis vezes (nitrogénio liquido — banho a 40°C)
intercalando com agitacéo tipo vorte. Ao final centrifugou-se a 10.000 x g por 30 minutos.
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Uma aliquota de 50 uL foi retirada e estocada a -20°C, sendo posteriormente analisadas em
gel SDS-PAGE 15%.

O sobrenadante foi eluido na coluna de cromatografia de niquel Ni-NTA (Qiagen) com
afinidade a histidina e os filtrados coletados em um volume final 50 mL.

Para a lavagem da coluna utilizou-se o tampdo imidazol a 20 mM (50 mM NaH,POy,
300 mM NaCl, 20 mM imidazol), sendo este tampéo coletado como citado anteriormente.
Para a eluicdo da proteina Blo t 5 foram utilizados tampdes de imidazol em diferentes
concentragfes [pH8.0; 50, 100 e 200 mM, (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, [ ] mM
imidazol)], respectivamente. As fragdes foram coletadas separadamente (1 mL/microtubo)
completando um volume final de 50 mL. As fracbes eluidas na coluna Ni-NTA foram
analisadas em SDS-PAGE como descrito no item 3.15.

A proteina recombinante Blo t 5 foi dialisada em membranana de dialise 3.5 kDa
Spectrapor (Spectrum Laboratories,Inc, Broadwick, Califérnia, EUA), em PBS por 24 horas
sendo realizado 5 tocas em intervalos a cada 3 horas e um troca apos 18 horas.

Para concentrar a amostra utilizou-se o sistema Amicon Ultra 15 (Millipore, Billerica,
Massachusetts, EUA), adicionando um volume de 15 mL na unidade de filtrado Amicon Ultra
Pura, centrifugado a 1.700 x g a 25°C por 15 minutos.

A determinacao da concentracdo da proteina recombinante rBlo t 5 foi realizada através
de espectrofotbmetro (SHIMADZU UV-Visible, Spectrophotometer Bio Spec-mini, Kyoto,
Japan). A amostra foi diluida 10 vezes em agua deionizada e a leitura realizada a uma
densidade dptica de 280 nm.

3.18 Dot-blot e Slot-blot para rBlo t 5

Para verificar a reatividade especifica da proteina recombinante Blo t 5 previamente
produzida e purificada, foram realizadas as técnicas de Dot-blot e Slot-blot. Inicialmente, foi
realizada a sensibilizacdo das fitas de nitrocelulose como se segue: (i) Blo t 5 recombinante
padrdo (Indoor Biotechnologies, Charlottesville, VA, EUA) na concentracdo de 6,25 ng/dot
ou slot; (ii) extrato de Bt-total (10 pg/dot ou slot); (iii) soro albumina bovina (BSA, Sigma) (5
pg/dot ou slot); rBlo t 5 (3,75 pg/dot ou slot).

Para o Dot-blot as fitas foram sensibilizadas por meio de pipetagem manual (2.5
pL/dot), enquanto que para o Slot-blot as fitas de nitrocelulose foram sensibilizadas (20
uL/slot) utilizando equipamento a vacuo (Bio-dot®SF, Bio-Rad, Hercules, California, USA).

Apos a secagem das membranas por uma hora a temperatura ambiente, as fitas foram

bloqueadas com 800 ul de PBS acrescido de Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan
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monolaurate, Sigma) a 0.05% (PBS-T) e 5% de leite desnatado em p6 (Molico, Nestlé, Sao
Paulo, Brasil) (PBS-T-L) por 2 horas a temperatura ambiente, seguido de trés lavagens com
PBS-T. As fitas foram incubadas com 500 pL de anticorpo monoclonal de camundongo anti-
Blot 5 (4D9) biotinilado (Indoor Biotechnologies) diluido 1:250 em PBS-T-L por 18 horas a
temperatura ambiente, sendo entéo lavadas PBS-T por 3 vezes.

Em seguida, foi realizada a incubacdo com o0 conjugado estreptavidina-peroxidase
(Sigma) diluido 1:500 em PBS-T-L por duas horas a temperatura ambiente. Para a revelacao
do Dot-blot foi utilizado sistema de quimioluminescéncia (ECL, Amersham Biosciences,
Little Chalfont Buckinghamshire, Inglaterra) e para revelacéo do Slot-blot foi utilizado 10 mg
hidrocloreto 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma) diluido em 15 mL de solucdo salina
tamponada com Tris 20 mM (pH 7.4) e 12 uL de pedxido de hidrogénio. Agitacdo pendular
lenta e constante foi utilizada durante toda a reacdo que foi interrompida com agua destilada

apos a visualizacdo das bandas.

3.19 Mensuracéo de IgE especifica ao extrato total de Blomia tropicalise rBlo t 5

Foram utilizados ensaios imunoenziméticos (ELISA indireto) para deteccdo de
anticorpos IgE aos alérgenos do extrato total de B. tropicalis (Bt-total) e rBlo t 5 em amostras
de soros de pacientes atopicos e individuos ndo-atdpicos, conforme descrito por Almeida et al.
(2006), com modificacgdes.

Placas de microtitulacdo de alta afinidade, com 96 pogos Corning Incorporated Costar®
(Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com o extrato Bt-total (20
pg/mL) ou rBlot 5 (5 pg/mL) (50 pL/pogo) em tampdo carbonato-bicarbonato 0.06 M (pH
9.6) por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com PBS-T com trés repeticdes e
blogueadas (150 pL/poco) com PBS-T contendo BSA 1% (PBS-T-BSA) por 1 hora a
temperatura ambiente.

Os soros foram diluidos 1:2 em PBS-T-BSA, adicionados em duplicata (50 uL/poco) e
incubados por 2 horas a 37°C. Soros controles negativos de individuos nao-atépicos foram
incluidos em cada placa.

As placas foram lavada seis vezes com PBS-T e incubadas com anticorpo secundario
biotinilado anti-IgE humana (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, EUA)
diluido 1:500 em PBS-T-BSA (50 pL/poco) por 1 hora a 37°C. Apds novas lavagens, foi
adicionado o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma), diluido 1:500 em PBS-T-BSA (50
pL/poco) e incubado a 37°C durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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O ensaio foi desenvolvido com 10 mM 2,2"-diazino-bis-3-ethyl-benzothiazoline
sulfonic acid (ABTS; Sigma, EUA) diluido em tampéo citrato-fosfato 70 mM (pH 4,2)
contendo 0,03% de H,0,. A densidade Optica (D.O.) foi determinada em leitor de placas a
405 nm. Os niveis de anticorpos IgE foram expressos em indice ELISA (IE), sendo utilizado a

seguinte formula:
IE = DO amostra / cut off

O cut off foi estabelecido como a média aritmética dos valores de DO dos soros controles
negativos acrescida de trés desvios padrdes. Para excluir valores de reatividade limitrofes
proximos ao ponto de corte (EI = 1,0), foram considerados como positivos os valores de IE >
1,2,

3.20 Mensuracao de IgE especifica a Blo t 5 nativa

Foram utilizados ensaios imunoenzimaticos (ELISA reverso) para deteccdo de
anticorpos IgE especificos a Blo t 5 nativa em amostras de soros de pacientes atopicos e
individuos ndo-atdpicos, conforme descrito por Silva et al. (2001), com modificagdes.

Placas de microtitulagdo de alta afinidade, com 96 pogos (Corning Incorporated
Costar®) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-Blo t 5 (clone 4G9, Indoor
Biotechnologies) na concentragdo protéica de 5 pg/pogo/50 pL e diluido em tampéo
carbonato-bicarbonato 0.06 M (pH 9.6) por 18 horas a 4°C.

As placas foram lavadas com PBS-T e bloqueadas com PBS-T-BSA como descrito para
ELISA indireto. Em seguida, as placas foram incubadas com o extrato Bt-total (20 pg/mL)
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds seis lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas
com amostras de soro (50 pL/poco) diluidas 1:2 em PBS-T-BSA, em duplicata, por 2 horas a
37°C. Apds novas lavagens, as placas foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado
anti-IgE humana (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.) diluido 1:2000 em PBS-T-BSA (50
pL/pocgo) por 1 hora a temperatura ambiente e, em seguida, com estreptavidina-peroxidase
(Sigma) diluido 1:500 em PBS-T-BSA (50 puL/poco) por 30 minutos a temperatura ambiente.

O ensaio foi desenvolvido com ABTS e H,0, e resultados expressos em indice ELISA
(IE) como descrito para ELISA indireto.

3.21 Anélise estatistica
Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versdao 4,0
(GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA). As diferengas entre as caracteristicas
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clinicas obtidas de diferentes grupos foram analisadas pelo teste de probabilidade exata de
Fisher. Como os dados ndo seguiram uma distribuicdo normal, testes ndo-paramétricos foram
utilizados.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar o tamanho da papula obtido no
TCP entre os grupos de pacientes atopicos e o teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de
comparacdo multipla de Dunn foram utilizados para comparar os niveis de IgE a alérgenos de
B. tropicalis entre os grupos.

As diferencas entre os niveis de IgE especifica ao extrato Bt-total, nBlot5e rBlot 5
dentro do mesmo grupo foram analisadas pelo teste de Friedman e o teste de comparacgéo
multipla de Dunn.

As diferencas entre porcentagens de positividade para IgE especifica ao extrato Bt-total,
rBlo t 5 e nBlo t 5 de acordo com diferentes graus de reatividade nos diferentes grupos foram
analisadas pelo teste exato de Fisher.

As correlacOes entre niveis de IgE especifica ao extrato Bt-total, nBlot5e rBlot5
dentro do mesmo grupo foram analisadas pelo teste de correlacdo de Spearman. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

3.22 Biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos reagentes, bem
como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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4. RESULTADOS

4.1 Dados clinicos, demogréficos e teste cutaneo dos pacientes

As caracteristicas clinicas e demogréaficas dos sujeitos do estudo estdo demonstradas
na Tabela 1. Os individuos foram distribuidos em trés grupos de acordo com testes cutdneos
de puntura (TCP) para o extrato total de Blomia tropicalis (Bt) da seguinte forma: (i) grupo
BT+ consistiu de 75 pacientes atopicos com testes cutaneos positivos para o extrato total Bt;
(i) grupo BT- consistiu de 16 pacientes atopicos com TCP negativo ao extrato total Bt, mas
TCP positivo ao extrato Dp e/ou extrato Df; (iii) grupo NA consistiu de 30 individuos nédo-
atopicos com TCP negativo para todos os aeroalérgenos testados. Os trés grupos néo
mostraram diferencas significativas quanto a idade e sexo, embora houvesse predominancia
de mulheres em todos os grupos. Rinite foi o diagndstico clinico mais freqliente observado na
maioria dos pacientes atopicos (88 a 94%), ndo havendo diferenca significativa entre os
grupos BT+ e BT- (P > 0,05).

Ao analisar os resultados do TCP aos alérgenos de acaros em ambos 0s grupos atépicos,
observou-se que o grupo BT+ mostrou alta sensibilizacdo concomitante aos extratos de Dp
(97,3%) e Df (98,7%), enquanto o grupo BT- também foi altamente sensibilizado para extrato
de Dp (100%) e Df (81,5%).

Além disso, os tamanhos das papulas obtidos para os trés alérgenos foram
significativamente maiores no grupo BT+ que grupo BT-, mas o tamaho da papula ao extrato
Bt-total foi significativamente menor do que aos extratos Dp e Df em ambos 0s grupos de
pacientes atopicos (P < 0,05). Nao houve diferenca significativa entre as papulas obtidas para

os alérgenos Dp e Df em ambos grupos BT+ e BT-.

4.2 Sequéncia Génica e deducéo de aminoacidos de Blo t 5

A obtencéo da seqtiéncia de gene e aminoacidos de Blo t 5 foram obtidas no Genebank
NCBI com o numéro de acesso U59102 para a sequéncia da proteica, e DQ78868 para a
sequéncia do gene (Figura 1). A sequéncia do gene Blo t 5 apresenta 459 pb, e codifica um

produto esperado de 134 aa com peso molecular aproximado de 14 kDa.

4.3 Obtencéo de RNA total de B. tropicalis e gene de Blot 5

O RNAm total de Blomia tropicalis (RNAww st) extraido a partir do acaro, foram
visualizados em gel de RNA [1%; Agarose 0,1 M (3-N-Morphalino), &cido propanosulfonico ,
40 mM Acetato de sodio, 5mM EDTA pH 8]. As bandas 18S e 5S foram visualizadas
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comprovando a integridade do RNA (figura 2 A). O cDNA foi obtida utilizando a técnica
transcriptase reversa a partir do RNA st € posteriormente o gene de Blo t 5 foi amplificado
por Nested-PCR. A amplificacdo inicial serviu de molde para as reacdes de PCR subsequentes
resultando na amplificacdo do gene de Blo t 5. A Figura 2B, demonstra a anélise eletroforética
do produto amplificado de 412 pares de bases (PB) correspondente, visualizado em gel de 1%

agarose .

4.4 Transformacéo das cepas de E.coli DH5a e Rosetta DE3

O gene de Blo t 5 amplificado por PCR (figura 2B) foi utilizado para realizacdo da
reacao de ligacdo ao vetor pTZ57R/T (Figura 3). Posteriormente foi realizada a transformacao
com E.coli DH5-a com o intido de amplificacdo em larga esca la do plasmideo pTZ57R/T-
Blotb.

Das colbnias E.coli DH5-a transformadas, cinco foram previamente selecionadas. O
DNA plasmidial de cada bactéria transformada foi extraido e utilizado para realizacdo de uma
PCR no intuito de verificar se ocorreu a ligacdo do DNA de Blot 5 ao plasmidio pTZ57R/T
(Figura 3), sendo confirmado o sucesso da reacao de ligacdo em todas as cinco coldnias.

A da digestdo plasmidial com as enzimas de restrigdo, foram padronizadas utilizando
diferentes concentracbes (Figura 4), sendo obtido um melhor rendimento na reacdo DI2,
sendo visualizado uma coloracdo mais forte a banda. A presenca da banda na regido de 412 pb
confirma a amplificagdo por PCR do gene Blot 5 presente no plasmideo pTZ57R/T.

Apos a digestdo plasmidial do vetor pTZ57R/T-Blo t 5, realizou a extracéo e purificacdo
do gene Blo t 5, com a finalidade de reclona-lo ao plasmideo pET14b, e transforma-lo com a
E.coli Rosetta DE3. A colbnia trasformadas foram crescidas e seu produto plasmidial
extraido, sendo confirmada a ligagdo do inserto Blo t 5 com a visualiza¢do da banda 412 pb
em gel de agarose 1% (Figura 5).

4.5 Expresséo e purificacdo Blo t 5 recombinante

A cinética de expressdo da proteina Blo t 5 em E. coli tramsformadas com o plasmideo
pET14b-Blo t 5, foi realizada com teste de expressdo protéica em diferentes tempos, variando
de zero a trés horas (Figura 6A), sendo observado que apds adicionar o promotor IPTG
(ImM) houve um aumento gradativo da expressdo de proteina com 14 kDa (Blo t 5). Neste
ensaio foi obtido um maior rendimento no tempo de trés horas (Figura 6A).

A expressdo de Blo t 5 em larga escala foi realizada com a colénia pré-selecionada no

ensaio cinético, em um volume total de 1L e com tempo de expresséo de trés horas (Figura
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6B). A fracdo da amostra de Blo t 5 induzida foi analisada em gel SDS-PAGE e as diferencas
das bandas mensuradas em (pixel/ mm2), sendo encontrado a expressdo 1,71 vezes maior na
fracdo induzida comparada a aquela sem inducéo protéica com IPTG.

A fracdo de Blo t 5 foi eluida na coluna de niquel com 200 mM de tamp&o imidazol (50
mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH8,0), e analisada em gel SDS-PAGE.
Nesta analise foram observadas dois componentes protéicos del4 kDa e 28 kDa. A presenca

da banda de 28 kDa sugeriu a formacao de dimeros da proteina Blo t 5 (dados ndo mostrados).

4.6 Imunodeteccdo de Blo t 5 recombinante

A especificidade do alérgeno rBlo t 5 foi confirmada pela reatividade com o anticorpo
monoclonal de camundongo anti-Blot 5 biotinilado (4D9 Indoor Biotechnologies) em analises
de Dot-blot e Slot-blot (Figura 7). Foi observada fraca reagédo de rBlo t 5 em compara¢do com
forte marcacédo do padréo rBlo t 5. N&o foi observada reatividade para o extrato total Bt, bem

como a proteina irrelevante (BSA) de controle em ambos os testes.

4.7 Niveis séricos de IgE e positividade ao extrato total de B. tropicalis, rBlot5e nBlot5

Niveis de IgE ao extrato total Bt, rBlo t 5 e nBlo t 5 em soros de pacientes atopicos
(grupo BT+ e BT-) e individuos NA foram mensurados por ELISA e estdo ilustrados na
Figura 8. Anticorpos IgE que reagiram ao extrato total Bt (Figura 8A) foram
significativamente maiores nos pacientes dos grupos BT+ (P < 0,001) e BT- (P < 0,05) em
relacgdo ao grupo NA. Além disso, 58,6% dos pacientes do grupo BT+ apresentaram
anticorpos IgE que reagiram ao extrato total Bt, comparado a 25% de pacientes do grupo BT-
(P < 0,05) e 6,6% para os individuos do grupo NA (P < 0,05).

A reatividade de IgE para rBlo t 5 (Figura 8B) foi relativamente baixa em comparagao
com o grupo BT+ (34,6%) e BT- (31,2%), mas significativamente maior do que em
individuos NA (6,6%) (P < 0,05). Niveis de IgE presente no soro que reagiram ao alérgeno
rBlo t 5 também foram semelhantes entre os individuos dos grupos BT+ e BT- e
significativamente maiores quando comparados ao grupo NA (P < 0,05).

A reatividade do soro ao alérgeno nBlo t 5 para o anticorpo IgE (Figura 8C) mostrou
que 32% dos pacientes do grupo BT+ foram positivos em comparacéo a 12% do grupo BT- e
10% dos individuos do grupo NA Os niveis séricos de IgE que reagiram ao alérgeno nBlo t 5
também foram semelhantes entre individuos dos grupos BT+ e BT- e significativamente
maiores quando comparado ao grupo NA (P < 0,05).
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Ao comparar a reatividade das amostras de soro para os trés alérgenos B. tropicalis
analisados dentro do grupo BT+, observou-se que anticorpos IgE reativos com o extrato total
Bt (58,6%) foi significativamente maior do que para rBlo t 5 (34,6%) e nBlo t 5 (32%) (P <
0,01) (Figura 8A-C). Por outro lado, alguns pacientes do grupo BT- (12% a 31%) foram
observadas reatividade a IgE para os trés alérgenos (Bt-total, rBlo t 5 ou nBlo t 5), mas sem
diferencas significativas entre os mesmos. Em individuos NA, reatividade aos trés alérgenos
aos anticorpos IgE analisados foi relativamente baixa e semelhante entre eles (6,6% a 10%)
(Figura 8A-C).

4.8 Andlise estratificada dos niveis séricos de IgE e positividade ao extrato total de B.
tropicalis, rBlot5enBlot5

Os pacientes atopicos do grupo BT+ foram também analisados com base na
estratificagdo dos niveis séricos de IgE e positividade aos trés alérgenos de B. tropicalis
investigados (Figura 9).

As porcentagens de pacientes do grupo BT+ que apresentaram niveis séricos de IgE ao
extrato total de Bt com IE entre 1,2 e 2,4 (41,4%) foram significativamente maiores do que
aqueles com IE de 2,4 a 4,8 (10,6%) e IE > 4,8 (4%) (P < 0,05), ndo sendo encontrada
diferenca significativa entre aqueles apresentando IE 0-1,2 (41,3%) e 1,2-2,4 (41,4%) (P >
0,5) (Figura 9).

N&o houve pacientes do grupo BT+ apresentando IE > 4,8 ao alérgeno rBlo t 5, sendo
que a maior porcentagem de individuos deste grupo apresentou IE entre 0 a 1,2 (65,4%), com
diferencas significativas quando comparado aos demais niveis (P < 0,001). A porcentagem de
individuos com IE considerado positivo (IE > 1,2) foi de 34,6%, sendo que destes 25,3%
estavam entre IE 1,2 a 2,4 e uma pequena parcela, 9,3%, apresentavam IE entre 2,4 a 4,8, com
diferengas significativas entre os mesmos (P < 0,05) (Figura 9).

A positividade ao alérgeno nBlo t 5 reativos aos IgE foi similar ao alérgeno rBlo t 5 nos
pacientes do grupo BT+, sendo que a grande maioria dos pacientes apresentaram IE
negativos, ou seja, IE < 1,2 (68%), com diferencas significativas entre os demais niveis (P <
0,001). A maior porcentagem de individuos com IE positivos foi encontrada na faixa de IE
1,2 a 2,4 (25,4%) que foi significativamente maior (P < 0,01) que os IE entre 2,4 e 4,8 (6,6%),

ndo sendo também encontrados individuos apresentando IE superior a 4,8 (Figura 9).

4.9 Correlacdo entre niveis de IgE ao extrato total B. tropicalis, rBlot5e nBlo t5
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A correlacdo entre niveis de IgE aos trés alérgenos analisados foi avaliada em cada
grupo, mas apenas o grupo BT+ apresentou correlacdo positiva significativa para IgE ao
extrato total Bt vs rBlo t 5 (r = 0,4073, P = 0,0003) (Figura 10A) e IgE anti-rBlot5vs nBlo t
5 (r = 0,4680, P = 0,0001) (Figura 10C). Além disso, observou-se que 59% dos pacientes
foram anti-IgE reagentes ao extrato total de Bt (Figura 10A e 10B), enquanto 29% foram
duplo positivos para IgE ao extrato total Bt e rBlo t 5 (Figura 10A), e 24% dos pacientes
tiveram dupla positividade de IgE ao extrato total Bt e nBlo t 5 (Figura 10B). Das amostras
de soro positivas para rBlo t 5 ao anticorpo IgE (35%) e nBlo t 5 (32%), 22% foram duplo
positivos para IgE e 55% foram duplo negativos para ambos os alérgenos (Figura 10C).
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos individuos do estudo.

Grupos
Caracteristicas BT+ BT- NA
N° de individuos (N) 75 16 30
Idade (anos)
mediana (amplitude) 23 (18-65) 20,5 (19-49) 22 (18-47)
Sexo (M/F) 28/47 4/12 6/24
Clinica (N)
Rinite 61 15 0
rinite e/ou asma 9 1 0
TCP (papula, mm; positividade, %)?
B. tropicalis (Bt) 6 (3-19)*" 0 (0-2)* 0 (0)
100% 0% 0%
D.pteronyssinus (Dp) 8 (0-17)* 5,7 (3-12) 0 (0-1,5)
97,3% 100% 0%
D.farinae (Df) 8 (0-16)* 5(0-12) 0 (0-1)
98,7% 83,3% 0%

BT+: pacientes com teste cutaneo de puntura (TCP) positivo para o extrato total de B. tropicalis; BT-: pacientes

com TCP negativo para o0 extrato total de B. tropicalis; NA: individuos ndo-atdpicos.

®Dados do tamanho das papulas expressos em mediana e amplitude (mm). *Diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos BT+ e BT- foram determinadas pelo teste Mann-Whitney (*P <0,01). *Diferenca

estatisticamente significativa em relagio aos alérgenos Dp e Df determinadas pelo teste Kruskal-Wallis (*P

<0,05).
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atgaagttcgccatcgttcttattgcctgcetttgecgcetteggttttg
gctcaagagcacaagccaaagaaggatgatttccgaaacg
aattcgatcacttgttgatcgaacaggtaaacagttttttttgaa
aggttaataaaaaagtaatcaaagaaactttttaggcaaacc
atgctatcgaaaagggagaacatcaattgctttacttgcaaca

ccaactcgacgaattgaatgaaaacaagagcaaggaattg
caagagaaaattattcgagaacttgatgttgtttgcgccatgat
cgaaggagcccaaggagcttiggaacgtgaattgaagcga
actgatcttaacattttggaacgattcaactacgaagaggctc
aaactctcagcaagatcttgcttaaggatttgaaggaaaccg

MKFAIVLIACFAASVLAQEHKPKKDDFRNEFDHLLIEQ
ANHAIEKGEHQLLYLQHQLDELNENKSKELQEKIIREL
DVVCAMIEGAQGALERELKRTDLNILERFNYEEAQTL
SKILLKDLKETEQKVKDIQTQ

Figura 1. (A) Sequéncia de genes dos antigenos Blo t 5 de B. tropicalis obtidas no Genebank
NCBI com o numéro de acesso DQ788684. (B) Sequéncia dos aminoacidos que constituem a
proteina Blo t 5 de B. tropicalis obtidas NCBI com o numéro de acesso U59102.
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Figura 2. Obtencédo de RNA total de B. tropicalis e gene de Blo t 5. (A) RNA total de
Blomia tropicalis em gel de agarose para RNA apresentando as bandas 18S e 5S. (B)
Amplificado do gene Blo t 5 na porgdo de 412 pb por PCR em gel de agarose 1%.
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Figura 3. Confirmacao da transformacao de E. coli DH5-a com o plasmideo (pTZ57R/T-Blo t 5).
A seqliéncia de Blo t 5 foi amplificada por PCR a partir do vetor pTZ57R/T. P: padrdo de peso
molecular 1 kb plus (Invitrogen); A: (1-5) Plasmideo pTZ57R/T-Blo t 5 extraido de E.coli DH5a

transformada; B (1-5): Amplificado do gene Blo t 5 por PCR.
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Figura 4. Padronizacdo da reacdo de digestdo do plasmideo pTZ57R/T-Blo t 5 com as
enzimas Ned | e Bam HI em diferentes volumes. P: padrdo de peso molecular 1 kb plus
(Invitrogen); Asio ¢ 5: Amplificado do gene Blo t 5 por PCR na porcdo de 412 pb; DT1:
Digestdo parcial do plasmideo pTZ57R/T-Blo t 5 utilizando 5 pl da enzima Ned I e 8 pul do
plasmideo pTZ57R/T-Blo t 5 para um volume final de 50 pul; DT2: Digestdo parcial do
plasmideo pTZ57R/T-Blo t 5 utilizando 10 pl da enzima Ned | e 8 pl do plaiiao
pTZ57R/T-Blo t 5 para um volume final de 50 ul; DT3: Digestdo parcial do plasmideo
pTZ57R/T-Blo t 5 utilizando 10 pl da enzima Ned | e 4 pl do plasnideo pTZ 57R/T-Blo t 5
para um volume final de 50 ul; DI1: Plasmideo linearizado a partir da digestdo completa,
utilizando 5 pl da enzima Ned I, 5 pl da enzima Bam H1 e 8 pul do plasmideo pTZ57R/T-Blo t
5 para um volume final de 50 pl, DI2: Plasmideo linearizado a partir da digestdo completa,
utilizando 10 pl da enzima Ned I, 10 pl da enzima Bam H1 e 8 ul do plasnideo pTZ 57R/T-
Blo t 5 para um volume final de 50 pl.
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Figura 5. Plasmidio pET14b clonado com o gene Blo t 5. P: padrao de peso molecular 1 kb
plus (Invitrogen); PL: Plasmideo pET14b-Blot 5; Agi ¢ 5: Amplificado do gene Blo t 5 por
PCR na porc¢éo de 412 pb.
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Figura 6. Expressdo de Blo t 5 recombinante. (A) P= padrdo de peso molecular; To=
In6culo E.coli Rosetta (D3)- pET14B-Blot 5 ; T, : Indculo E.coli Rosetta (D3)-pET14B-Blo t
5 com adi¢do de IPTG 1 mM induzido, tempo de expressao 1 hora; T,: In6culo E.coli Rosetta
(D3)-pET14B-Blo t 5 com adi¢do de IPTG 1 mM, tempo de expresséo 2 horas; T3: Inoculo
E.coli Rosetta (D3)-pET14B-Blo t 5 com adigdo de IPTG 1 mM, tempo de expresséo 3 horas.
(B) lo: In6culo E.coli Rosetta (D3)-pET14B-Blo t 5; I;: In6culo E.coli Rosetta (D3)-
pET14B-Blo t 5 com adi¢do de IPTG 1 mM induzido, tempo de expresséo 3 horas.
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Figura 7. Imunodeteccdo do alérgeno Blo t 5 recombinante (rBlo t 5) de Blomia tropicalis
(Bt) em ensaios Dot-blot e Slot-blot. Membranas de nitrocelulose foram sensibilizadas com
rBlo t 5 (3,75 pg) e controles (padéo rBlo t 5, 6,25 ng; extrato Bt total, 10 pg; e soro albumina
bovina [BSA, 5 pg]) e reveladas com estreptavidina-peroxidase e quimioluminescéncia (ECL)
para Dot-blot ou 3,3 'diaminobenzidina (DAB) para Slot-blot.
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Figura 8. Niveis de IgE ao extrato total de Blomia tropicalis (Bt-total, A), Blo t 5
recombinante (rBlot5, B) e Blo t 5 nativo (nBlo t 5, C), determinados por ELISA e expressos
em indice ELISA (IE) em soros de pacientes atdépicos com teste cutaneo de puntura (TCP)
positivo para extrato Bt (BT+, n = 75) e TCP negativo para extrato Bt (BT-, n = 16) e de
individuos ndo-atopicos (NA, n = 30). As linhas tracejadas indicam o limite de positividade
[indice ELISA (IE) > 1,2] e as porcentagens de amostras positivas também sdo indicadas.
Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas pelo teste Kruskal-Wallis e
comparacao mdaltipla de Dunn (*P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001).
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Figura 9. Porcentagem de amostras positivas para IgE ao extrato total de Blomia tropicalis (Bt-
total), Blo t 5 recombinante (rBlo t 5) e Blo t 5 nativo (nBlo t 5), de acordo com diferentes
graus de reatividade determinada por indice ELISA (IE) em soros de pacientes atopicos com
teste cutaneo de puntura (TCP) positivo para extrato Bt (BT+, n = 75). O limite de positividade

foi estabelecido em IE > 1,2. Diferengas estatisticamente significativas foram determinadas
pelo teste exato de Fisher (*P <0,05).
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Figura 10. Correlacdo entre niveis de IgE a alérgenos de Blomia tropicalis (Bt) nos soros de
pacientes atopicos com teste cutaneo de puntura (TCP) positivo ao extrato total de Bt (grupo
BT+, n = 75). (A), Bt-total versus rBlo t 5; (B), Bt-total versus nBlo t 5; (C), rBlo t 5 versus
nBlo t 5. As porcentagens de amostras positivas sdo indicadas no canto correspondente de cada
quadrante. Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e significancia estatistica (p) também
estdo demonstrados.
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5. DISCUSSAO

Nos Ultimos 25 anos as doengas alérgicas atingiram maior prevaléncia, tornando-se um
importante problema de salde que, aflige de 10 a 40% da popula¢do mundial, sendo os acaros
de poeira domiciliar um componente alergénico importante na patogénese das doencas
alérgicas (VANDENPLAS; D'ALPAOS; VAN BRUSSEL, 2008).

Blomia tropicalis € uma espécie de acaro comum em paises tropicais e sub-tropicais,
sendo conhecidos mais de 20 alérgenos derivados destes acaro, dentre eles podemos destacar
a Blo t 5 apresentando aproximadamete 70% reatividade a IgE (ARRUDA et al., 1997; Y1 et
al., 2006; GAO et al., 2007).

No presente estudo foi encontrado que os individuos atdpicos reatividade aos testes
cutdneos positivos ao extrato total Bt (grupo BT+), a maioria tinham sensibilizacdo
concomitante aos alérgenos de D. pteronyssinus (Dp) (97,3%) e D. farinae (Df) (98,7%) e a
prevaléncia de rinite (88%) foi significativamente maior em compara¢do com asma associada
com rinite (12%). Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo anterior de
individuos da mesma regido, mostrando que 95% dos individuos atopicos foram
sensibilizados para mais de um alérgeno do acaro testados e da prevaléncia dos sintomas de
rinite (80%) também foi maior quando comparados a pacientes com asma (43%) (SOARES et
al., 2007).

Em nossos estudos anteriores realizados em outro grupo de pacientes com rinite (52%) a
maioria deles estavam sensibilizados aos alérgenos de Bt e Dp, e apenas 6% estavam
monosensibilizados para extrato total Bt (ALMEIDA et al., 2006; SOARES et al., 2007),
confirmando que esta elevada taxa de sensibilizacdo concomitante tem dificultado a avaliagédo
do papel de B. tropicalis como principal agente de sensibilizacdo nestes individuos. Quando
os individuos com testes cutaneos negativos para o extrato total Bt (grupo BT-) foram
analisadas no presente estudo, também foi encontrada uma grande sensibilizacdo
concomitante aos alérgenos Dp e Df (81,5%), reforcando que estes ultimos alérgenos
representam a principal fonte de sensibilizacdo em individuos geneticamente predispostos
desta regiédo.

A proteina Blo t 5 é considerada uns dos principais alérgenos de Blomia tropicalis,
constituida com um cDNA que contém 432 pb e codifica 134 aminoéacidos, resultando em
uma proteina com aproximadamente 14 kDa (ARRUDA et al., 1995), sendo sua forma

recombinante expressa tanto em sistemas procarioto quanto em sistemas eucarioto por varios
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autores (ARRUDA et al., 1997; Yl et al., 2002 CHUA et al., 2007; Y1 et al., 2006; GOH et
al., 2001).

Em nosso estudo, resultados semelhantes foram encontrados com isolamento do cDNA
Blo t 5 contendo 412 pb que codificou uma proteina de 134 aa (14 kDa), e expressa em
sistema procarioto, com um rendimento de 1,71 vezes em pixel/mm2 da frag&o induzida.

Apos a expressdo de rBlo 5t a proteina purificada em coluna de niquel Ni-NTA, foram
visualizadas bandas com pesos moleculares de 14 e 28 kDa em SDS-PAGE, sugerindo a
formagao de dimeros da proteina Blo t 5.

Em outro estudo no qual realizou a anélise das isoformas nativas Blo t 5 por immuno-
blot utilizando soros de pacientes alérgicos que apresentaram reatividade IgE em soros de
pacientes ao alérgeno Blo t 5 observou-se pesos moleculares marcadas com anti-Blo t 5 para a
proteina de 14 kDa e 28 kDa, sugerindo a formacéo de dimeros também em proteinas nativas
(Yi, 2004).

Para validar a proteina recombinante Blo t 5 expressa, foram realizados Dot-blot e Slot-
blot utilizando anticorpo monoclonal anti-Blo t 5 de camundongo, e proteina rBlo t 5 foi
evidenciada em ambos 0s ensaios, embora com ligeira coloracdo em relacdo ao proteina rBlo t
5 padrdo; esta também expressa em sistema procarioto. Essas variacfes podem ser devido a
pureza ou a diferencas conformacionais entre as duas proteinas recombinantes. Yi et al
(2004), relatou que inadequacdo na conformacdo da proteina e a modificacdes pos-
tranducionais podem ocorrer a alérgenos recombinantes durante o processo de expressao,
ocasionando em uma potencial alteracdo ou efeito de mascaramento a epitopos de IgE
dificultando o reconhecimento de anticorpos, 0 que poderiam ser motivos que justifiguem a
leve marcacao.

No presente estudo, encontramos reatividade de IgE sérica para o extrato total Bt por
ELISA em 58,6% dos pacientes atdpicos com testes cutdneos positivos ao extrato total Bt
(grupo BT+) e em 25% dos pacientes atopicos com TCP negativo ao extrato total Bt (grupo
BT-), sugerindo uma importante reatividade cruzada de IgE in vitro entre os alérgenos de B.
tropalis, D. pteronyssinus e D. farinae como relatado por varios autores (ARRUDA et al.,
1997,SIMPSOM et al., 1997; SIMPSOM et al., 2003). Neste contexto, a reatividade absorcao
de soros aos anticorpos IgE aos extratos Dp resultou em 36% de inibicdo da reatividade de
IgE especifica para B. tropicalis (SIMPSOM et al., 1997; SIMPSOM et al., 2003).

Para avaliar a reatividade de IgE ao alérgeno Blo t 5 em nossos pacientes, realizamos
ELISA indireto para deteccdo de IgE ao rBlo t 5 e ELISA reverso para capturar o Blo t 5

nativa do extrato total Bt para a detec¢édo de IgE nBlo t 5 em amostras de soro dos pacientes
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do estudo. Constatamos que 34,6% dos pacientes sensibilizados ao extrato total de Bt,
também foram IgE reativos para rBlo 5 t. Jorge (2001) realizou estudo avaliando a reatividade
aos alérgenos Bt-total e rBlo t 5 em teste cutaneo e sistema UniCAP (extrato Bt) e ELISA
Quimérico (rBlo t 5), constatando que dos 47 pacientes positivos no teste TCP para o extrato
total Bt, 46,8% (22) foram também positivos para o alérgeno rBlo t 5 e, dos 52 pacientes
avaliados 51,9% (27) foram considerados positivos para reatividade de IgE realizado através
ELISA Quimérico.

O grupo néo sensibilizado ao extrato total Bt, mas com testes cutaneos positivos para
alérgenos Dp e/ou Df apresentaram reatividade a IgE ao extrato total de Bt (31,2%),
sugerindo provavel reatividade cruzada, uma vez que Blo t 5 tem cerca de 40% homologia
com o alérgeno Der p 5 de D. pteronyssinus, e cerca de 50-70% dos doentes asmaticos
sensibilizados para Dp e/ou Df tem reatividade IgE ao alérgeno Blo t 5 (ARRUDA et al.,
1997; SIMPSOM, et al., 2003; CHUA et al., 2007). Em contraste, um estudo anterior,
utilizando um grande painel de soros de pacientes asmaticos e uma combinacéo in vitro e in
vivo mostraram que o alérgeno Blo t 5 apresentou baixos niveis de reatividade cruzada IgE
com o seu homélogo Der p 5 (KUO et al, 2003). No Reino Unido, onde B. tropicalis nao faz
parte da acarofauna, a presenca de testes cutaneos positivos para B. tropicalis nesta populacao
pode ser devido a producdo de anticorpos IgE, que sdo dirigidos contra alérgenos de
Dermatophagoides spp, representando assim reatividade cruzada ao invés de sensibilizagdes
verdadeiro (SIMPSOM et al., 2003). Uma reatividade cruzada parcial foi observada entre o
grupo 5 dos alérgenos de B. tropicalis e D. pteronyssinus nestes individuos alérgicos nao
naturalmente expostos a B. tropicalis, sugerindo que os alérgenos do grupo 5 podem ser
especificos da espécie.

Por outro lado, resultados semelhantes na reatividade dos anticorpos IgE para o
alérgeno nBlo t 5 (32%) em comparacdo com rBlo t 5 (34,6%) em pacientes do grupo BT+,
indicaram uma sensibilidade semelhante entre ambos os ensaios. No entanto, uma frequéncia
consideravelmente mais baixos de IgE positivas para nBlo t 5 em pacientes grupo BT- (12%)
do que rBlo t 5 (31,2%) foi observada, indicando que o ELISA reversa para deteccdo de IgE
ao nBlo t 5 foi mais especifico do que o ELISA indireto para medir IgE ao rBlo 5.

A purificacdo do Blo t 5 nativo de extrato total Blomia tropicalis é complexo, apresenta
custo elevado e baixo rendimento, a alternativa de alérgenos recombinantes seria mais
eficiente, com expressao em procarioto e/ou eucarioto. GOH et al., (2001) expressaram Blo t
5 em eucarioto e encontrou reatividade IgE com os soros de pacientes asméaticos e a ndo

reacao em pacientes atopicos, comprovando que Blo t 5 recombinante pode ser usada para o
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desenvolvimento de diagndsticos de alergia a acaro. Em outro estudo utilizando um método
alternativo de otimizacdo de codon para facilitar a expressao da proteina Blot5 em ovulo de
hamster chinés mostrou uma correlacdo positiva entre a forma Blo t 5 nativa e a Blo t 5
expressa em Ovulo de hamster (cBlo t 5), e uma positividade semelhante aos alérgenos Blo t
5 nativa, Blo t 5 recombinante e cBlo t 5 relacionada ao teste cutaneo puntura (LIM, 2004).

Estudo utilizando imunoeletroforese heterdloga cruzada identificaram reacdes cruzada
entre os alérgenos de B. tropicalis e D. pteronyssinus e entre os alérgenos D. farinae e B.
tropicalis, embora com fraca ligacdo (SIMPSON et al 2003).

Ao realizarmos a estratificacdo dos niveis de IgE para o extrato total de Bt, encontramos
que a porcentagem de pacientes com niveis 0 a 1,2 (41,3%) e 1,2 a 2,4 (44,4%) foram muito
proximos, 0 que nos sugerire um percentual de reatividade cruzada no TCP durante o
processo de selecdo destes pacientes. VAarios estudos realizados em nossa regido
demonstraram que a sensibilizacdo concomitante a mais de um acaro é comum (SOARES et
al., 2007; ALMEIDA et al., 2006). Em um estudo realizado no Reino Unido com o intuito de
avaliar a reatividade cruzada no teste cutaneo entre os alérgenos de B. tropicalis e D.
pteronyssinus, onde B. tropicalis ndo faz parte da acarofauna demonstrou, que individuos
previamente expostos a este acaro apresentaram 60% de reatividade no teste intradérmico
com o extrato de B. tropicalis, sugerindo forte reatividade cruzada (SIMPSOM et al., 2003).

A parcela de individuos do grupo BT+ que apresentaram IE superior a 2,4 (14,6%) para
IgE extrato total Bt apresentaram reatividades consideradas de moderada a forte, sugerindo
verdadeiros positivos.

Ao estratificar os niveis de IE para IgE rBlo t 5 dos pacientes do grupo BT+
encontramos uma expressiva porcentagem dos individuos ndo reativos a Blo t 5 (65,4%), e
entre os individuos com IE positivos, estes apresentaram indices inferior a 4,8 sugerindo a
possibilidade de reacdo cruzada na selecdo dos pacientes, uma vez que a reatividade da Blo t 5
com antigenos de IgE estdo entre 50 a 70% (ARRUDA et al., 1995; YI, 2006), sendo
observado também que 58,4% dos individuos no grupo BT+ com TCP positivos para extrato
total de Bt foram positivos para IgE. Portanto, sugere-se que os individuos reativos a IgE Blo
t 5 do grupo BT+ sejam verdadeiros positivos.

O resultado da estratificacdo para os alérgenos rBlo t 5 e nBlo t 5 para individuos de
grupo BT+ foram semelhantes entre eles. Lim et al., (2004), ao expressarem Blo t 5 em dvulo
hamster encontrou respostas semelhantes entre os niveis de IgE de Blo t 5 recombinante e a

forma nativa. Ao avaliarmos a reatividade de IgE para nBlo t 5 encontramos que a maior
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porcentagem dos individuos se encontram na faixa de IE entre 1,2 a 2,4 (25,4%) apresentando
reatividade moderadas a IgE.

Um trabalho anterior avaliou a correlacdo entre os niveis de IgE para extrato total
Blomia tropicalis (medidos pelo sistema UniCAP) e IgE para Blo t 5, medidos por ELISA
Quimérico (r=0,33; p=0,02) foi encontrada correlacdo significativa, embora baixa (JORGE,
2001). Em nosso estudo foram realizados analises das correlagdes entre os niveis de IgE ao
extrato total Bt e Blo t 5 em sua forma nativa ou recombinante em pacientes sensibilizados ao
extrato total Bt, encontrando correlagdo positiva entre os niveis de IgE ao extrato total Bt e
rBlo t 5, com 29% de pacientes IgE duplo positivos para esses alérgenos.

Surpreendentemente, ndo houve correlacdo significativa entre os niveis de IgE ao
extrato total Bt e nBlo t 5, embora tenha sido observada uma taxa semelhante de IgE duplo
positivo para ambos os alérgenos (24%) como visto para rBlo t 5 e extrato total Bt. No
entanto, uma correlagéo positiva significativa foi encontrada entre a IgE rBlo t 5 e nBlo t 5,
com 21% dos pacientes apresentando IgE duplo positivos e 55% dos pacientes com IgE duplo
negativo, tendo assim 76% de concordancia entre ambas as formas nativas e recombinantes
do alérgeno Blo t 5.

Um estudo anterior, também encontrou uma alta correlagdo positiva entre a IgE rBlo t 5
e nBlo t5, com apenas 4% das amostras de IgE sérica mostrando forte ligagdo nBlo t 5, mas
ndo para rBlot5 ( Yi, et al., 2004).

No presente estudo, produzimos e purificamos a proteina Blo t 5 recombinante de B.
tropicalis em sistema procarioto (E. coli) de expressao. Pacientes atopicos sensibilizados a B.
tropicalis apresentaram moderada reatividade de IgE in vitro para rBlot5 e nBlo t 5, e uma
correlacdo positiva moderada entre os niveis de IgE ao extrato total Bt e rBlo t 5 e entre
ambas as formas nativa e recombinante de Blo t 5. A presenca de reatividade a IgE rBlo t 5
em pacientes ndo sensibilizados, mas sensibilizados para os alérgenos Dp e/ou Df, sugere uma
reatividade cruzada parcial entre os alérgenos do Grupo 5 destes acaros. Sendo assim,
concluimos que o alérgeno Blo t 5 pode ndo ser considerado um alérgeno sensibilizante
principal de Blomia tropicalis na populagdo estudada. Estudos futuros deveréo ser realizados
incluindo pacientes de outras regides brasileiras, particularmente envolvendo pacientes mono

sensibilizados a Blomia tropicalis.
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6. CONCLUSOES

e A producdo da proteina recombinante Blo t 5 de B. tropicalis foi obtida em sistema de

expressao procariotos (E. coli).

e Blo t 5 parece ndo ser um alérgeno relevante na sensibilizacdo de pacientes alérgicos a
Blomia tropicalis residentes em nossa regiéo;

e Correlacdo positiva moderada foi evidenciada anticorpos IgE presente nos soros de

pacientes atopicos reativos ao extrato total Bt e alérgenonBlot5 ou rBlot 5.

e Foi observada reatividade cruzada parcial em pacientes atdpicos sensibilizados aos
alérgenos de Dp e/ou Df e ndo sensibilizados ao extrato total de Bt por meio da presenca

de reatividade dos anticorpos IgE arBlo t 5.
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ANALISE FINAL N°. 322/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O
PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU: 133/08

Projeto Pesquisa: “Método de producdo de alérgenos recombinantes de blomia tropicalis e
de demmatophagoides pteronyssinus para utilizacio em diagnodstico (reatividade de IgE in
vitro e teste cutaneo) de alergias respiratorias’.

Pesquisador RESPUHSE‘WEK Emesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolucdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se
pela aprovacio do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo n3o apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redacio e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

8- sequndo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arguivar por 5 anos o relatrio da pesquisa e
os Termmos de Congentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- pedera, por escolha aleatoria, visitar o pesguisador para conferéncia do relatorio e documentacio
pertinente ao projeto.

c- a aprovagde do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorméncia do atendimento a
Resolugdo 196/96/CNS, ndo implicando na gualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega do relatério final: julho de 2010.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAD DA
MESMA.

Uberldndia, 08 de agosto de 08.

f f,f'/ 4 /’?

f : : | oA el
peowel, Jia 3. L, el f"w'lr e,

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Fanas Furtado
Coordenadora do CER/UFU
Orientagbes a0 pesquisador

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

* O pesquisador deve desenvolver a pesquiza conforme delineada no protocols apma.du 2 descontinnar ¢ estudo 3omente
apos analice das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CN5 Irem IT 3 7), agnardando sen parecer, exceto
quande perceber risco ou dene ndo previste a0 sujeito partlctpante om quando constatar a superondads de regime oferecido 2
um dos grupos da pesquisa (Trem V' _3) que requeiram agio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos o3 efeitos adversos on fxtos relevantes que alterem o curse normsal do estudo (Res. CNS
Ttem W .4). E papel de o pesquisador assegurar medidss imedistas sdequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo
que tenha sido em outte centro) & enviar notificagio ao CEP & a Agéncia Macional de Vigilncia Sanitaria — ANVISA — junto
COIM SE1 posicionamento.




= Eventozic modificagbes on emendas ao protocolo devem ser apresentadas a0 CEP de forma clars e sucinta, identificando a
parte do protocelo 3 ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I on I apresentados anteriormente &
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las ambeém 4 mesma, junto com o parecer aprobatdrie do CEP, para
serem juntadas o protocolo indcial { Res. 251/97, item IT.2 ). O prazo para entrega de relatorio € de 120 dias apos o término
da execugdo prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Ras. 196/06 CNS.
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Universidade Federal de Uberlandia
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia - MG - Brasil - 38.400-902

Telefone: 034-3218-2195 - TELEFAX: 034-3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Método de producdo de
alérgenos recombinantes de Blomia tropicalis e de Dermatophagoides pteronyssinus
para utilizacdo em diagndstico (reatividade de IgE in vitro e teste cutaneo) de alergias
respiratorias”, que tem como objetivo produzir proteinas recombinantes de B. tropicalis e
D. pteronyssinus, para aplicagdo no diagndstico de alergias respiratorias.

Durante esta pesquisa, o0 atendimento médico, o teste alérgico e a coleta de sangue
(cerca de 15mL) serdo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica,
Campus Umuarama, Bloco 4C em Uberlandia-Minas Gerais e 0os exames de sangue serdo
realizados no Laboratdrio de Alergia e Imunologia Clinica da UFU, MG.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Na publicagdo dos resultados desta
pesquisa , sua identidade serd mantido no mais rigoroso sigilo.

Vocé ndo terd ganho financeiro por participar desta pesquisa.

Os riscos sao minimos, mas se por acaso vocé manifestar algum tipo de crise alérgica
durante os testes, vocé sera imediatamente examinado por médicos e recebera tratamento
adequado no Ambulatério de Alergia da UFU em Uberlandia, MG. Dentre os beneficios deste
exame pode ser a descoberta e tratamento de alergias respiratdrias.

Vocé terd a garantia de receber resposta a qualquer pergunta, ou esclarecimento a
qualquer ddvida em relagdo aos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com esta pesquisa. Vocé € livre para se retirar da pesquisa a qualquer momento
em que desejar sem necessidade prévia de explicacdes, e sem nenhum prejuizo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé ou
responsavel do paciente.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com Dr. Ernesto
Taketom, pesquisador responsavel por esta pesquisa.

Dr. Ernesto A. Taketomi: Avenida Para, 1720 Bloco 4C, Campus Umuarama,
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, Tel.: (34) 3218-2195/ Telefax:
(34) 3218-2333
Vocé podera entra em contato também com o Comité de Etica em Pesquisa-UFU
CEP/UFU: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Mdnica —
Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394531

. de de 200 _.

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido

Participante da Pesquisa
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Ciéncias Biomédicas

Laboratdrio de Imunologia

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

Nome: Prontuario HC:
Data do questionério: / /
Idade: Data de nascimento: / /

Sexo: () masculino () feminino
Grau de escolaridade: () Ensino fundamental ( ) Ensino Médio
() Ensino Superior e/ou pos-graduacao
Nivel sécio-econdmico (renda familiar total):
() até 1 salario minimo () de5a10 salarios minimos
() dela2salarios minimos () mais de 10 salarios minimos

() de2ab5 salarios minimos

Questiondrio 1 (Mddulo Asma)

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

Se vocé respondeu ndo, passe para a questao nimero 7.

2) Nos Ultimos 12 (doze) meses, voceé teve sibilos (chiado no peito) ?

() Sim ( )N&o
3) Nos Gltimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?
Nenhuma crise ()
1 a 3 crises ()
4 a 12 crises ()

mais de 12 crises ( )
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4) Nos Ultimos 12 (doze) meses, com que freqléncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no

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



5)

6)

7)

8)

1)

2)

3)

4)

5)

6)
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Nos dltimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse
dizer mais de 2 palavras entre cada respiracao?
() Sim ( ) Néo

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

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com infeccéo
respiratoria?
( )Sim ( ) N&o

Alguma vez na vida vocé teve asma?
( )Sim ( ) N&o

Questiondrio 2 (Mddulo Rinite)

Todas as perguntas deste mddulo sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé ndo estava

gripado ou resfriado.

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

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

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

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

() Janeiro () Maio () Setembro

( ) Fevereiro ( ) Junho () Outubro

() Marco (' ) Julho () Novembro

() Abril () Agosto () Dezembro

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

Nada ()

Pouco ()

Moderado ( )

Muito ()
Alguma vez na vida vocé teve rinite?( ) Sim ( ) Néo



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

