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RESUMO

Introducao: Os acaros da poeira doméstica sdo considerados uma das
principais fontes de aeroalergénos e estdo associados ao desenvolvimento de
doencgas alérgicas. No Brasil, os acaros mais prevalentes pertencem aos géneros
Dermatophagoides spp e Blomia spp. Entretanto, em estudo anterior realizado pelo
nosso grupo, identificamos pela primeira vez a presenga do acaro Glycycometus
malaysiensis, que havia sido relatado como agente sensibilizador em paises asiaticos.
Tanto o acaro G. malaysiensis como o B. ftropicalis apresentam semelhancgas
morfoldgicas, levantando a possibilidade de reatividade cruzada entre os seus
alergénicos. No entanto, os alérgenos especificos desta espécie de acaro ainda nao
foram completamente caracterizados. Objetivos: Isolar e Identificar do acaro
G.malaysiensis da poeira doméstica e avaliar da reatividade antigénica no soro de
pacientes atopicos. Material e Métodos: Os extratos alergénicos foram identificados
utilizando a técnica de multiplex PCR e caracterizados através de SDS-PAGE e
Western blot. Um total de 57 soros de pacientes atépicos teve sua reatividade a IgE
referente a esses extratos avaliados por ELISA indireto Resultados: Através
Westernblot sem inibigdo e com inibicao ao extrato de D. pteronyssinus observamos
uma reatividade positiva dos pacientes atépicos as bandas referentes ao acaro G.
malaysiensis. Além disso, os pacientes testados apresentaram uma reatividade a IgE
maior aos extratos identificados com os acaros D. pteronyssinus e G. malaysiensis
em comparagao com o extrato contendo apenas o acaro D. pteronyssinus Conclusao:
Neste estudo, foi possivel observar o potencial imunogénico de G. malaysiensis e a

sua importancia nos individuos avaliados.

Palavras-chave: G. malaysiensis, Acaros da poeira doméstica, Alergias



Abstract

Introduction: Dust mites are considered one of the main sources of
aeroallergens and are associated with the development of allergic diseases. In Brazil,
the most prevalent mites belong to the genera Dermatophagoides spp and Blomia spp.
However, in a previous study conducted by our group we identified for the first time the
presence of the mite Glycycometus malaysiensis, which had already been reported as
a sensitizing agent in Asian countries. Both G. malaysiensis and B. tropicalis mites
exhibit morphological similarities, raising the possibility of cross-reactivity between
their allergens. Nevertheless, specific allergens of this mite species have not been fully
characterized. Objectives: Identific and isolate of the mite G.malaysiensis from house
dust and evaluate of antigen reactivity in serum from atopic patients. Material and
Methods: The allergenic extracts were identified using the multiplex PCR technique
and characterized using SDS-PAGE and Western Blot. A total of 57 sera from atopic
patients had IgE reactivity to these extracts assessed by indirect ELISA. Results:
Using Western blots without inhibition to the extract of D. pteronyssinus, was observed
a positive reactivity of the atopic patients to the bands referring to the G. malaysiensis
mite. In addition, the patients tested showed greater IgE reactivity to the extracts
identified with the D. pteronyssinus and G. malaysiensis mites compared to the extract
containing only the D. pteronyssinus mite. Conclusions: In this study, we could
observe the immunogenic potential of G. malaysiensis and its possible significance in

the evaluated indiviudals.

Keywords: G. malaysiensis, House Dust Mites, Allergies



ABREVIAGOES

AIT- Imunoterapia alérgeno-especifica
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IL-5 - Interleucina 5

IL-13 - Interleucina 13

IL-25 - Interleucina 25
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1.INTRODUGAO

Reconhecido amplamente por desempenhar um papel importante no
desencadeamento de doencas alérgicas, os &caros sdo encontrados em grande
escala em instalagbes humanas, como na poeira doméstica e/ou em instalacdes de
armazenamento de grdos. Sua prevaléncia varia de acordo com a localizacéo
geografica, clima e condi¢cdes socioecondmicas (ARLIAN; MORGAN, 2003).

Acaros de poeira doméstica, como Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis e Euroglyphus, sao encontrados em
tapetes, colchdes, tecidos, onde consomem fungos, bactéria e epiderme humana. Por
apresentar um potencial alergénico, os acaros de poeira domeéstica sao reconhecidos
por serem importantes desencadeadores da reac¢ao alérgica. Foi relatado que metade
das criangas investigadas com rinite alérgica tiveram como principal causa a inalagéo
de alérgenos de acaros da poeira doméstica. No qual 91% dos individuos com rinite
alérgica, dermatite atopica ou asma foram sensibilizados pelos acaros D.
pteronyssinus e B. tropicalis (M.l. et al., 2011; ZAHEDI; GENDEH; HUSAIN, 2011).

Segundo a organizacao mundial da saude (OMS) e a organizacdo mundial de
alergia (OMA), estima-se que a prevaléncia da asma mundialmente é cerca de 300
milhdes de pessoas, a mortalidade aproximadamente de 250 mil pessoas, no qual do
namero total de o6bitos, 80% ocorrem em paises emergentes. Portanto, devido as
consequéncias ocasionadas pela asma e outras doencas alérgicas, é necessario um
melhor desenvolvimento de estratégias para prevencdo e tratamento de doencas
alérgicas (ASHER; PEARCE, 2014;FORNO; ORTEGA; CELEDON, 2023;
PAWANKAR, 2014).

Os acaros de armazenamento como Lycyphagus domesticus, Lepidoglyphus
destructor, Blomia kulagini, Tyrophagus putrescentiae, Glycycometus malaysiensis e
Aleuroglyphus Ovatus, sdo habitualmente encontrados em instalagbes de gréos,
podendo facilmente contaminar alimentos processados como trigo, cevada e cerais
(ARLIAN; MORGAN, 2003; COLLOFF, 2009; NADCHATRAM, 2005a). O
Glycycometus malaysiensis pode ser encontrado em insetos, pequenos mamiferos e
locais de armazenamento de graos. Devido as semelhangas morfolégicas que
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apresenta com o acaro Blomia tropicalis, amplamente encontrados na poeira
doméstica e pertencentes a mesma familia (glycyphagidae), a identificagdo e
diferenciacdo do G. malaysiensis apresenta desafios. Embora esse acaro seja
prevalente em alguns paises, como Malasia e Singapura, onde esta presente em 40%
e 35% das residéncias, respectivamente, e em areas urbanas no Panama, até entao
ndo havia sido relatada sua prevaléncia no Brasil. E interessante notar que esses
paises compartilham algumas caracteristicas em comum, como clima, localizagao
geografica e economia (COLLOFF, 2009; COLLOFF; SPIEKSMA, 1992; LING et al.,
2019).

A identificacao precisa do acaro é fundamental tanto para o tratamento quanto
para o diagndstico das doencas alérgicas. No tratamento algumas abordagens para
evitar o desenvolvimento das doengas alérgicas envolvem evitar o contato com o
alérgeno, terapia medicamentosa e imunoterapia. A imunoterapia implica na
exposi¢cao do paciente a determinados alérgenos, visando aumentar a tolerancia
imunoldgica reduzindo a sensibilidade do paciente aos alérgenos. O diagndstico pode
ser realizado por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou por testes
cutaneos, nos quais sao utilizados extratos dos alérgenos. (BOUSQUET; LOCKEY;
MALLING, 1998).

O uso dos extratos alérgicos € amplamente utilizado na pesquisa cientifica,
diagnéstico e tratamento de alergias, e para garantir a qualidade desses extratos é
necessario que o cultivo das culturas seja espécie-especificas. A identificacdo dos
acaros de poeira € realizada principalmente mediante a identificacdo morfologica
através de chaves biolégicas, dados ecoldgicos e comportamentais, tornando-se um
trabalho laborioso ao qual se faz necessario a obtencdo dos acaros em amostras de
poeira doméstica, além da separacédo individual de cada &caro utilizando lupas, o
cultivo em garrafas suplementadas e a espera do crescimento da cultura para apenas
posteriormente a identificagdo morfolégica seja realizada (COLLOFF, 2009).

Portanto, com o presente trabalho temos o intuito de identificar, caracterizar e
avaliar os alérgenos de G.malaysiensis, realizar a avaliacdo de reatividade do seu
extrato em pacientes atopicos, além de compreender melhor o seu potencial
imunogénico e aumentar o levantamento da prevaléncia dessa espécie na cidade de
Salvador (BA), Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 As doencas alérgicas

As doencas alérgicas afetam em média uma em cada trés pessoas no mundo.
(DURHAM; SHAMJI, 2023). A incidéncia das doencgas alérgicas principalmente em
criangas apresentou aumento consideravel nas ultimas décadas, em que as
interacbes gene-ambiente sdo um dos principais fatores para o desenvolvimento e
crescimento do numero dessas doengas (GAFFIN; PHIPATANAKUL, 2009; HUANG;
CHIE; WANG, 2021).

Os acaros da poeira doméstica sdo amplamente aceitos como uma das
principais fontes de alérgenos ocasionadores das doencas alérgicas, resultando em
manifestacdes clinicas que afetam os epitélios dos olhos, vias aéreas superiores e
inferiores, pele e circulagéo sistémica (YANG; ZHU, 2017a).

As manifestagdes clinicas resultantes de reagdes alérgicas tém importantes
consequéncias para os individuos, tais como anafilaxia, disturbios gastrointestinais e
conjuntivite. Portanto, € essencial que haja um acompanhamento clinico para
proporcionar melhor qualidade de vida a essas pessoas. Como as alergias ndo tém
cura, o tratamento dos sintomas € uma das abordagens para melhorar a qualidade de
vida desses pacientes, acarretando custos tanto para o sistema de saude publica
quanto para os individuos afetados (NADCHATRAM, 2005a).

Foi observado, que individuos expostos a alérgenos da poeira doméstica
durante a infancia obtiveram uma maior associagao a polissensibilizacdo de acaros e
um maior risco em desenvolver doengas como asma e rinite (POSA et al., 2017). Além
disso, (RESCH et al., 2015) observou-se que os niveis de IgE para alérgenos foram
maiores em criangas asmaticas do que ndo asmaticas sensibilizadas para acaros de
poeira doméstica.

Huang e colaboradores em 2021 demonstrou em um estudo realizado com
3192 criangas, que a exposi¢ao ambiental influéncia diretamente no desenvolvimento
de doencgas alérgicas e a sensibilizagdo a acaros de poeira doméstica obteve uma
maior prevaléncia em relagdo a outros alérgenos sendo associado com o risco de
asma, rinite alérgica e dermatite atépica (HUANG; CHIE; WANG, 2021).
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Cada uma das doengas alérgicas possui suas particularidades fisiopatoldgicas,
que afetam diretamente a qualidade de vida desses individuos, como custo a saude
publica, faltas a escola e estresse causado por sintomas e ida ao hospital. A asma &
uma doencga multifatorial, caracterizada por uma inflamacao cronica das vias aéreas,
derivada de uma interagao complexa entre fatores genéticos e ambientais que impacta
diretamente a qualidade de vida desses pacientes em diferentes faixas etarias.
Resultando em restrigdes no seu cotidiano em cerca de 50% dos individuos
asmaticos, devido manifestagdes clinicas como chiado, falta de ar e tosse (ALITH et
al., 2020).

Mais comum em homens do que em mulheres, a asma normalmente tem inicio
na infancia, considerando que mais de 50% dos casos de asma ocorrem em adultos
e 80% dos casos durante a infancia, sendo diretamente correlacionados com a
sensibilizacdo a aeroalérgenos e com os sintomas da inflamag¢ao das vias aéreas
(LEMANSKE; BUSSE, 2010; MIRANDA et al., 2004; ROMANET-MANENT et al.,
2002).

Considerada a primeira manifestacdo da marcha atopica, a dermatite atopica é
uma doenca inflamatéria cutédnea que afeta em média 20% da populagéo infantil e 4%
dos adultos, em que a ruptura da barreira epitelial leva a uma reposta imunoldgica,
devido ao contato do epitélio com alérgenos presente no exoesqueleto e pellet fecais
dos acaros da poeira doméstica desencadeando lesdes na pele e prurido intenso
(GAFFIN; PHIPATANAKUL, 2009; HUANG; SARZSINSZKY; VRTALA, 2023).

Estima-se que 7% da populagéo brasileira possui dermatite atopica, afetando
em média 25% das criangas e 85% dos casos surgem antes dos 5 anos de idade. Por
ser uma doenga crénica que acomete a pele, alguns fatores como genética e gatilhos
ambientas acabam exacerbando a manifestacéo clinica da doenga, principalmente
para os adultos que possuem sintomas crénicos, que envolve prurido intenso com
lesdes afetando diferente partes do corpo, dessa forma interferindo e prejudicando o
cotidiano dos individuos (FACHERIS et al., 2023; MESQUITA, 2019)

Com um dificil diagndstico a rinite alérgica, possui caracteristicas
fisiopatoldgicas em que sintomas como obstrugao nasal apresentam exarcebacgdes a

depender da sazonalidade e proliferagcao dos alérgenos. Historico clinico do paciente



e exames como teste cutaneo sdo fundamentais para triagem e diagnéstico assertivo.
(BOUSQUET et al., 2020; VENTER et al., 2021)

Segundo a Organizagdo mundial da saude (OMS) 600 milhdes de pessoas
possuem rinite alérgica e 200 milhdes desses individuos possuem sintomas clinicos
para asma (YANG; ZHU, 2017b). Arinite alérgica afeta em média 40% das criancas e
30% dos adultos e normalmente esta associada a outras doengas alérgicas como
asma, por desencadear sintomas clinicos estima-se que o efeito da rinite alérgica
afeta a produtividade e causa prejuizo econémico de mais de 50 bilhdes de euros na
Europa (BERGMANN et al., 2014; Bousquet et al.,2020; SANCHEZ-BORGES et al.,
2017a).

2.2. Os acaros de poeira doméstica e sua importancia no

processo de alergenizagao.

Medindo em torno de 250 a 350 ym de comprimento, os acaros de poeira
doméstica pertencem ao filo Artropedes, ordem Astigmata e subclasse Acari
possuindo uma expectativa de vida que varia de 7 a 10 semanas. Aproximadamente
30.000 espécies de acaros foram descritas, dentro desses encontram-se os acaros
de poeira doméstica e de armazenamento, responsaveis por desencadear reagdes
alérgicas nos humanos, se alimentam de epiderme humana e outros micronutrientes
(COLLOFF, 1998).

Com a capacidade de contaminar alimentos processados e consumir
subnutrientes os acaros e seus alérgenos conseguem permanecer presentes mesmo
em ambientes indspitos. Assim, possibilitando um contato mesmo que de forma
ocupacional desencadeiam doengas alérgicas como asma, rinite e dermatite atopica
(COLLOFF, 2009; COLLOFF; SPIEKSMA, 1992).

Os acaros sao amplamente encontrados ao redor do mundo, conseguindo
mudar sua prevaléncia a depender das razdes socioeconbmicas e geograficas,
ocasionando doengas alérgicas como asma, dermatite atdpica e conjuntivite
(NADCHATRAM, 2005a). Os acaros de poeira doméstica mais prevalentes e com
maior importancia no desencadeamento de doencgas alérgicas no Brasil, sdo Blomia

tropicalis e Dermatophagoides pteronyssinus. Através da identificagcdo morfoldgica,

5



avaliou-se na cidade de Salvador, Brasil, uma frequéncia para B. tropicalis de 71,8%
e D. pteronyssinus 39.9% (BAQUEIRO et al., 2006; MARIANA et al., 2000; MIRANDA
et al., 2004).

Os alérgenos presentes nos acaros de poeira doméstica sdo amplamente
aceitos pela sua imunogenicidade, considerado um dos principais antigenos que
desencadeiam respostas de células T perfil Th2, induzindo a producgéo de IgE. Em um
estudo realizado com 548 pacientes alérgicos na China, foi observado que as
multiplas sensibilizagbes a alérgenos estdo correlacionadas com o desenvolvimento
de doencgas alérgicas e com aumento significativo para asma alérgica (LIU et al.,
2023).

Atualmente, o WHO/IUIS Allergen Nomenclature Subcommitte inclui 14
alérgenos de B. tropicalis e 32 de D. pteronyssinus, esses alérgenos possuem
caracteristicas moleculares e alergénicas individuais, como os grupo 1 de
Dermatophagoides spp. Der p 1 e Der f 1 sdo cisteino proteases, proteinas que
influenciam na permeabilidade do epitélio respiratério, induzindo uma resposta
inflamatoria Th2. Em contrapartida outros alérgenos como Der p 7 e 21 facilitam a
formagao de lipopolissacarideos, através desses mecanismos conseguem ativar o
sistema imunoldégico e induzir uma resposta alergénica (CHUA et al., 1988; SHAKIB,;
GHAEMMAGHAMI; SEWELL, 2008; THOMAS, 2015; TROMPETTE et al., 2009).

A alergia é considerada uma hipersensibilidade do tipo I, ocorre devido a uma
série de eventos que desencadeiam uma manifestacdo clinica, em virtude a uma
resposta imune contra moléculas exdgenas que sao reconhecidas pelas células
apresentadoras de antigenos, como por exemplo, células dendriticas que no final do
processo resultam na producédo de anticorpos IgE. Tanto o exoesqueleto como os
pellets fecais encontrado no intestino dos acaros contém proteinas que induzem a
sensibilizagao e sintomas alergénicos em individuos com predisposicao genética ou
sensibilizados por seus alérgenos (MILLER, 2019).

Ao serem inalados, os pellets fecais ou corpos dos acaros entram em contato
com o epitélio das vias respiratorias, as células T CD4+ naive sdo ativadas através
dos fragmentos desses alérgenos por células apresentadoras de antigeno (APCs).
Apos o rompimento da barreira epitelial os alérgenos sao apresentados para as

células dendriticas e as lesdes causadas no tecido induzem a liberagao de padrbes
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moleculares associados a patdgenos e ocasionando a liberagao de mediadores como
IL-25, IL-33 e GM-CSF, para o recrutamento, ativagao e diferenciacéo para o perfil
Th2. (SANCHEZ-BORGES et al., 2017b; WANG, 2013).

As citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 atuam na regulagéo e producédo de IgE, agindo
nas células B que produzem anticorpos IgE especifico contra os alérgenos, esses
anticorpos se ligam a receptores de FceRI, em células como mastécitos ou basofilos,
desencadeiam degranulagdo dessas células liberando histamina e mediadores
quimicos como citocinas e quimiocinas responsavel pela resposta inflamatorias e as
consequéncias clinicas a longo prazo (SANCHEZ-BORGES et al., 2017b; WANG,
2013).
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Figura 1. Mecanismos de sensibilizagao a alérgenos. FONTE: (Sanchez-Borges et
al.,2017)

Uma das principais estratégias para o tratamento das doencgas alérgicas inclui
evitar contato ambiental com os alérgenos, farmacoterapia e imunoterapia com
alérgenos (AIT). Evitar o contato com HDM pode ser uma tarefa ardua e penosa, além
disso, estudos recentes evidenciaram que o controle ambiental sobre acaros nao se
mostrou eficiente na redugdo de sintomas da rinite e nem da asma (YANG; ZHU,
2017b).



Enquanto medidas de controle ambiental para evitar os alérgenos ndo sejam
tao eficazes, o uso da farmacoterapia através de anti-histaminicos e corticosteroides,
fornece uma regulacdo da inflamagéo das vias inferiores e superiores ajudando no
alivio dos sintomas. No entanto, os efeitos ndo se estendem além do fim do
tratamento, no qual se faz necessario um uso continuo dos farmacos que a longo
prazo ocasionam consequéncias clinicas ao paciente e prejudicar a sua qualidade de
vida (BOUSQUET et al., 2008).

A imunoterapia ocorre através de administracdes de pequenas doses de
alérgenos a pacientes com doengas alérgicas para que eles consigam atingir a
tolerancia clinica. A AIT é eficaz em aliviar sintomas e minimizar o uso de
medicamentos mesmo apds o tratamento, além de reduzir a sensibilizacdo a novos
alérgenos, sendo usado como tratamento em doencas alérgicas mediadas por IgE
(INAL et al., 2007; JACOBSEN et al., 2007).

Devido a importancia do uso extrato alergénico nao so6 para o tratamento de
doencas alérgicas, mas para o diagndstico e pesquisa cientifica, a qualidade desse
extrato € de suma importancia. As massas de acaros passam por controles de
qualidade e sao cultivadas em culturas espécie-especificas, essas culturas obtidas de
amostras de poeira domeésticas ou ambientais, em seguidas s&o separadas com 0 uso
de lupa e cultivadas em garrafas suplementadas com alimento, e armazenadas em
estufas e posteriormente sua identificagcdo morfologica é realizada utilizando chaves
biolégicas para produgdo de alérgicos (COLLOFF, 1998; COLLOFF; SPIEKSMA,
1992).

A falta de padronizagcao desses alérgenos principalmente em paises em
desenvolvimento, como na india sdo pouco caracterizados, além disso diferentes
técnicas para o mesmo diagnostico e tratamento s&o aplicadas. Um estudo de reviséo
prospectiva, observou que 58% dos pacientes que foram tratados com a AlIT com uma
mistura de 5-8 alérgenos da poeira doméstica ndo apresentaram uma melhora, e essa
relacdo de baixa efetividade ao tratamento se deve ao fato de receberam uma
combinagao de extratos alergénicos incorretos (DEY; SAHA; PODDER, 2019)

Em um estudo foram analisados 10 fabricantes comerciais europeus diferentes
de extratos para estudar a composi¢cao e a variagcdo desses alérgenos, no qual

perceberam uma variabilidade consideravel na composigcao desses alérgenos, em que
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8 extratos ndo possuiam alérgenos como Der p 5, 7,10 e 21, deste modo, individuos
sensibilizados a esses alérgenos podem ter um diagnostico ou tratamento ineficiente
(CASSET et al., 2012).

Devido a falta de padronizagdo e alguns paises ndo seguirem diretrizes de
controle de qualidade desses extratos, HUBER e colaboradores (2021) relataram por
analise protedbmica uma grande variabilidade na composig¢ao alergénica dos extratos
na india, no qual foram testados 5 extratos de D.pteronyssinus e nenhuma das
amostras continha proteinas do acaro apenas 1 amostra continha D.farinae e os
outros 4 extratos continham alérgenos de acaros de armazenamento, e os extratos
que deveriam conter B.tropicalis, em todas as amostras testadas nenhuma continha
alérgenos de Blomia, as amostras continham exclusivamente proteinas de levedura e
de acaros de armazenamento.

No entanto, manter a qualidade desses extratos se torna uma tarefa dificil
devido a falta de especificidade, como a presenca ou nao de determinado antigeno
especifico para aquela amostra de extrato, como também na identificagao e precisédo
desses acaros , visto que, os mesmos sao identificados com base em observacgoes
morfolégicas, dados ecoldgicos, biolégicos e comportamentais que exigem um
responsavel técnico muito experiente para sua identificagcao, além de necessitar de
amostras bem conservadas e a presencga de acaros em estagio adulto, tornando assim
um trabalho laborioso. E essa identificacdo se torna ainda mais desafiante quando se
trata de espécies morfologicamente parecida como D. farinae e D. microceras, B.
tropicalis e G. malaysiensis, que podem ocasionar em uma identificacdo e cultivo
errébneos (COLLOFF, 2009).

Algumas alternativas tém sido utilizadas para melhorar a qualidade desses
extratos, como a produgdo de alérgenos recombinantes purificados para uma
imunoterapia especifica e a identificagdo molecular dos acaros por ser mais precisa e
rapidas do que a identificagdo morfologica. (SANTOS DA SILVA et al., 2017). Muitas
dessas técnicas de identificagdo molecular em estudos filogenéticos e identificagao
de espécie se baseiam no DNA ribossémico (rDNA), utilizando as regides ribossomais
espacgadoras transcritas internas (internal transcribed spacer - ITS), presente em
eucariontes a ITS 1 e ITS2 sao regides ribossomais altamente conservadas,



facilitando assim a criacdo de iniciadores especificos para sua espécie (HILLIS;
DIXON, 1991; YANG; CAl; CHENG, 2011).

Dessa forma, visando uma melhor identificagcdo dessas culturas de acaros de
maneira mais rapida e precisa em relacdo a analises morfologicas, ALVES e
colaboradores (2022) utilizou abordagens moleculares para identificacdo desses
acaros através do Multiplex PCR espécie-especifica baseado na regidao ITS-rDNA
figura 2, capaz de identificar espécies de acaros D.pteronyssinus, B. tropicalis e
G.malaysisensis, na qual foi possivel observar uma incidéncia de Glycycometus em

70% das residéncias da cidade de Salvador

ITS1 ITS2

s— I — I — Ol —3

Figura 2. Cluster do rDNA, mostrando a localizacdo dos genes 18s, 5.8s,28s e

regides intergénicas ITS1 e ITS2 (ALVEZ et al., 2022)

2.3 O acaro Glycycometus malaysiensis

O género Glycycometus tem sido negligenciado ao longo dos anos sobre seu
potencial alergénico. Descrito pela primeira vez em 1957, pertence a familia
Aeroglyphidae e podem ser encontrados em instalagbes de armazenamento, insetos,
mamiferos e habitagcbes humana, seu tamanho varia entre 320-440 uym x 225 pm,
apesar de ser considerado um acaro de armazenamento, o género Glycycometus foi
descrito em instalacdes humanas nos trépicos, até o momento 14 espécies de
Glycycometus foram identificadas, mas apenas o G. malaysisensis apresentou um
potencial alergénico. Acredita-se que aos longos dos anos devido a sua semelhanca
morfolégica com B. tropicalis, o acaro G. malaysisensis tenha sido identificado
erroneamente, ocasionando uma subnotificagdo, e que sua prevaléncia seja mais
comum do que os relatos descritos (LING et al., 2019).

Apesar do seu género ter sido identificado e descrito anteriormente, o G.
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malaysiensis foi isolado e identificado apenas 3 décadas depois na Malasia, e apenas
algumas décadas depois foi observado sua prevaléncia em 40% das amostras de
poeira das residéncias e em Singapura foi encontrada em quase 50% das amostras
de poeira, além de ser relatado sua ocorréncia também no panama (LING et al., 2019).
Além disso, CHEW e colaboradores (1999a) mostraram que 78,2% dos pacientes com
asma e / ou rinite alérgica em Singapura eram positivos através do teste cutaneo de
punctura para G. malaysensis.

Ao longo das ultimas décadas a significancia clinica dos acaros de
armazenamento como um potencial indutor das doengas alérgicas, se tornou mais
evidentes até ser consideradas um dos principais alérgenos presentes na poeira.
Uma das espécies de acaro de armazenamento mais importantes sdo os
Lepidoglyphus destructor, no qual mais de 20 proteinas alergénicas foram
caracterizadas (JOHANSSON et al., 1997).

Além disso, em um estudo de avaliacdo de reatividade de Tyrophagus
putrescentiae e D. pteronysisuss foi observado que 83% dos pacientes que eram
alérgicos ao acaro de poeira doméstica também eram sensibilizados aos acaros de
armazenamento e quando observados em pacientes acima de 70 anos, esses
individuos tiveram uma maior sensibilizagao a Tyrophagus putrescentiae do que a D.
pteronysisuss, além de ser relaciona com o aumento de nivel de IgE e IgG1 e citocinas
de perfil Th2 como IL-4,IL5,IL-13 (LIAO; HO; TSAI, 2010 LIAO et al., 2013).

O fato dos acaros de armazenamento e de poeira doméstica possuirem
proteinas homodlogas por pertencerem a mesma familia glycyphagydae, propicia para
que esse grupo de acaros possuam uma alta reatividade cruzada o que pode
desencadear um falso positivo (GONZALEZ-PEREZ et al., 2022). Apesar de seu
potencial alergénico ser mencionado na literatura, existem poucos resultados de
pesquisas relacionados ao G. malaysiensis e até 0 momento nenhuma caracterizagao
molecular dos seu alérgenos. (CHONG et al.,2015)

Os paises onde esse acaro foi identificado foi observado que em média 85%
dos pacientes com asma ou rinite alérgica apresentaram reatividade positiva ao teste
cutdneo contra G. malaysiensis e 69% apresentaram IgE especifica (Chong,2005).
Em um estudo de soro prevaléncia a resposta de IgE a alérgenos da poeira doméstica

e acaros de armazenamento, 37% dos pacientes testados foram sensibilizados para
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G. malaysiensis, como também em um estudo realizado na Malasia 55,6 % dos
pacientes com rinite apresentaram sensibilizacdo ao acaro (CHONG et al., 2015;
NADCHATRAM, 2005b).

Apesar do seu potencial alergénico, e apresentar uma prevaléncia na regido de
Salvador-BA e ter um potencial significativo em desencadear reagdes alérgicas, até o
presente momento nao foi caracterizado alérgenos importantes para essa espécie de
acaro de armazenamento, fazendo se assim necessario uma maior investigagao sobre
esses alérgenos para melhor compreensdo do potencial alergénico da espécie.
(CHONG, 2005)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar e identificar o acaro Glycycometus malaysiensis da poeira
doméstica e avaliar a reatividade dos antigenos em soro de pacientes

alérgicos.

3.2 Objetivo especifico

1. Isolar o acaro Glycycometus malaysiensis de poeira doméstica
de domicilios da cidade de Salvador e identifica-lo através do ensaio de

Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR).

2. Cultivar o acaro Glycycometus malaysiensis em laboratorio.
3. Extrair os antigenos para produgao de um extrato alergénico.
4. Avaliar a reatividade do extrato alergénico utilizando soro de

pacientes atdpicos através de ELISA.

5. Analisar as proteinas do acaro Glycycometus malaysiensis por
eletroforese unidimensional e imunoblotting.

6. Identificar as proteinas mais antigénicas através de

espectrometria de massa
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4- METODOLOGIA

4.1 Obtencgao dos acaros da poeira doméstica e cultura de acaros

Foram coletadas 29 amostras de poeira de camas nas residéncias da cidade
de Salvador, Bahia. Sendo a coleta realizada de acordo com o protocolo de coleta
descrito por Baqueiro (2006), usando um aspirador de po6 (Eletrolux Professional,
1220watts; Electrolux do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), durante 5 minutos em uma area
de 1m? na cama principal da residéncia. Posteriormente, a coleta as culturas foram
mantidas em sala especial em recipientes adequados, foram alimentados com
spirulina e leveduras, mantidos em ambiente com temperatura (25°C) e umidade

controladas (75%).

4.2 Caracterizagao molecular das culturas de acaros através de
PCR

As extragées do DNA foram realizadas de acordo com o kit NucleoSpin® DNA
Insect (MN), utilizando 40mg de massa de acaros armazenados a -20°C no
laboratério, apds extracdo as amostras foram incubadas a 70°C por 5 minutos.
Posteriormente o DNA obtido foi quantificado usando uDrop™ (Thermo Scientific™)
para avaliar a pureza e concentragao e foi armazenado em -20°C.

Para a identificagdo molecular das culturas de acaro foi realizado PCR, foram
utilizados o volume final 10 ul, contendo 10ng de DNA, tamp&o 10x, 0,5 uM de
iniciadores direto e reverso, 0,8 U de Taqg DNA Polimerase,1,5 mM de MgCI2 e 200
MM de dNTPs.

Passo Nuamero de ciclos Temperatura Duragéao
Desnaturagéo Inicial 1 94° C 2m
Desnaturagéo 94°C 30s
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Anelamento 30 49°C /51°C 30s

Extensé&o 72° 30s/60s?
C
Extenséo final 1 72° C 5m

Figura 3. Ciclo utilizado para realizagdo de PCR

O produto da amplificagdo da PCR foi corrido em gel de agarose 1%,
corado com SYBR (Applied Biosystems™) e visualizados em

fotodocumentador.

4.3 Producao dos extratos proteicos de acaros

As massas de acaros foram obtidas de culturas mantidas em laboratério
acondicionadas a -20 °C. Foram utilizados 23g de massa dos acaros, para 70mL de
solugdo salina tamponada com fosfato 0,15 M, pH 7,4 (PBS) e 25ul do inibidor de
protease PMSF, o processo de lise dos extratos, aconteceu no misturador (Waring
Commercial, Torrington, Connecticut, EUA em 12 ciclos de sonificagao e descanso a
60 Hertz por um minuto, no banho de gelo.

Logo apds o processo de lise foi centrifugado a 13.000g a 4°C por 40 minutos,
posteriormente foi coletado o sobrenadante e aliquotado. Em seguida, foram
determinadas as concentragdes proteicas pelo método de Bradford e as amostras

armazenadas a -70 ° C até o uso.

4.4 Selecao do Soro de pacientes Atépicos

Os 57 soros avaliados nesse trabalho foram obtidos de pacientes atdpicos da
soroteca do Laboratério. Como critério de incluséo para alergia foi baseado em histéria
clinica e sintomas presentes no momento da coleta de sangue e teste de puntura
cutanea positivo para B. tropicalis e/ou D. pteronyssinus.

Nos ensaios de inibicdo presentes no estudo, os soros utilizados foram

submetidos ao extrato de D. pteronyssinus. no ensaio de Western blot sendo utilizado
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300ug/ml e no ELISA indireto 550ug/ml. Nos dois ensaios os soros ficaram por
aproximadamente 16 horas a 4°C em rotacéo constante.
CAAE45376814.0.0000.5577 pela Faculdade de Medicina da UFBA.

4.5 Avaliagao protéica dos extratos através de SDS-PAGE

Para o SDS-PAGE foi utilizado gel de 15% com espessura de 0,75mm, mix de
acrilamida a 30%, TRIS (1,5M) HCL; ph:8.8, TRIS (1M) HCL; ph:6.8, SDS (Docecil
sulfato de soédio) 10%. APS (Persulfato de amobnio) 10%, TEMED
(tetrametiletilienodiamina) e Butanol, as amostras foram diluidas em tampao de
amostra 1x utilizando 35ug/ml de cada extrato, posteriormente as amostras foram
incubadas no banho seco por 5 minutos a 100 C°, e o gel foi submetido a voltagem
constante utilizando 60V por 30 minutos e posteriormente 120v até a finalizacao da

corrida.

4.6 Avaliagcao dos extratos utilizando soro de pacientes alérgicos

através de ELISA e Western blot

Para realizar o Elisa foi utilizado soro de 57 pacientes atdpicos que testaram
positivo no teste cutédneo para B. tropicalis e/ou D. pteronyssinus.

Foram utilizados placas de poliestireno de microtitutalagcdo, 96 pocos fundo
chato de alta ligacao, em que foram sensibilizadas com 100 uL/poco do antigeno de
B. tropicalis, G. malaysiensis com B. tropicalis, D. pteronyssinus e G. malaysiensis
com D. pteronyssinus a 100uL pogo em tampéao Carbonato/Bicarbonato, pH 9.6 e foi
incubada em camara umida por 12h a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas
3x com PBS-T 0.05% e 2x com PBS 1 x e bloqueadas por 6h e adicionado 180 uL
/poco de PBS-Tween 0.05% + 10% Soro Fetal Bovino e incubado em camara umida.
Em seguida, os soros dos pacientes foram diluidos em PBS-T + SFB 2.5% na
proporcao 1:5 no volume de 100 uL /poco; incubados em camara umida por 12h a
4°C. Ap6s a lavagem com PBS-T 0.05% e com PBS 1x , adicionou-se o conjugado
100 pL/pogo do conjugado anti-IgE humana biotinilada na diluicao de 1:1000 em PBST

0.05% + SFB 2.5%; e incubado em temperatura ambiente por 1h e realizado a
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lavagem, logo em seguida foi adicionado 100 pL /pogo de Streptavidina-Peroxidase
na diluicdo de 1:1000 em PBS-Tween 0.05% + Soro Fetal Bovino 2.5%; e incubada
em camara umida a temperatura ambiente por 1h e logo em seguida realizamos a
lavagem da placa 6x com PBS-T e 2x com PBS 1x. A revelagcdo do ensaio ocorreu
utilizando 100 uL/pogo do Tampéao de Revelagao: solugao de uso do TMB 0,1 mg/mL
e peréxido de hidrogénio (H202, 30%); a placa foi incubada no escuro por 20 minutos
a temperatura ambiente e para bloquear a reagao utilizou-se a reagao com H2S042N
(50 pL/pocgo) e a leitura foi realizada no comprimento de onda de 450nm.

No ensaio de inibicdo seguiu 0 mesmo protocolo, com excegdo das amostras
que anteriormente ao plagueamento os 8 soros dos pacientes atépicos foram inibidos
com 500 ug de extrato de D. pteronyssinus em rotagdo constante overnight.

Para andlise estatistica o teste de Komogorov-smirnov foi utilizado para
verificacdo das normalidades dos dados. A significAncia das diferengas entre os
extratos foi avaliada pelo teste de Wilcoxon, e diferencas com valor de P igual ou

inferior a 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

Western Blot

Apos a corrida de SDS-PAGE de acordo com o protocolo estabelecido pelo
laboratério e descrita acima, realizamos a transferéncia para a membrana de
nitrocelulose na qual ocorreu a corrida em uma cuba de eletroforese durante 1h a
350mA. Em seguida, em uma placa de Petri foi verificado a transferéncia com a
solugcao de Red Ponceau durante 5 minutos, apds a confirmacgao da transferéncia para
a membrana ocorreu o bloqueio durante 2h na solu¢do de bloqueio em temperatura
ambiente, logo apds o periodo de bloqueio a membrana foi lavada em 3 ciclos de 5
minutos em PBS 1X, adicionamos um pool de soro dos pacientes, no qual utilizados
6 pacientes atdpicos para B.tropicalis e D. pteronyssinus.

Utilizamos 4 membranas para 0 ensaio com soros absorvidos e ndo absorvidos.
Na primeira membrana utilizamos o pool de soro dos pacientes sem absorg¢éo, logo
apo6s a adicao dos soros ocorreu a lavagem e foi adicionado o Anti-IgE humana na
proporcao 1:500 e incubado por 1h, em seguida, apds a lavagem usando a propor¢ao
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1:1000 durante 1h utilizamos a Streptavidina-Peroxidase e revelamos por
Quimiluminescéncia.

O segundo imunoensaio referente as outras membranas utilizou as mesmas
amostras de extratos. No entanto, na segunda membrana o soro foi absorvido com
D.pteronyssinus, a terceira membrana com B.tropicalis e a quarta membrana com
D.pteronyssinus e B.tropicalis. Nesse sentido, as membranas foram inicialmente
bloqueadas e em seguida, foram incubadas com o pool de soro de pacientes alérgicos
absorvidos em extrato de B.fropicalis e D.pteronyssinus na diluigao 1:500, por 16-18h
a4cC.

4.7 Digestao do gel de SDS-PAGE para Espectrometria de massa

As 10 bandas selecionadas para a Espectrometria de massa foram cortadas
em um tamanho de aproximadamente 1mm? logo apds foi adicionado 200uL de
washing solution contendo 50 mM NH4HCO3 em 40% de acetonitrila (ACN) em
agitacdo no termomixer por 30 minutos a 5000 G esse passo foi repetido de 2 a 3
vezes. Apods lavagem foi adicionado 200uL de ACN durante 5 min, sendo a mesma
retirada durante 5 minutos no speedvaccum eppendorf, Logo em seguida,
Adicionamos Dithiothreitol (DTT) a 60 mM durante 30 minutos em agitacdo constante
e apods o descarte foi adicionado lodoacetamida (IAA) 60 uL a 100 mM durante 30
minutos em temperatura ambiente no escuro. Apos descartado o IAA adicionamos
novamente 200uLde ACN por 5 minutos, em seguida foi adicionado 50mM de
NH4HCQO3 durante 10 minutos e acrescentamos 200uL de ACN novamente, e esse
foi removido no speedcum eppendorf. Adicionamos 100ng de Trypsina e completamos
com Digestion buffer contendo 10mm NH4HCO3+5% ACN. As amostras foram
incubadas overnight a 37°C.

Apos esse tempo foi utilizado 5L solugdo de parada contendo 10% de acido
férmico. Adicionamos 75uL de extraction solution 40% ACN+ 0.1% FA no thermomixer
a 5000 G por 15 minutos em temperatura ambiente por 4x. Logo em seguida
concentramos a amostras até 5uL no speedvaccum e adicionamos 2% de ACN+0.1%
de acido formico até 20 pL. Posteriormente, as amostras foram enviadas para o

Laboratério de Bioquimica e Biofisica- Butanta.
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5- RESULTADOS

5.1 Obtencao dos acaros da poeira doméstica e cultura de acaros

Apos a obtencdo das 29 amostras da poeira doméstica realizada em
residéncias de Salvador-BA, 12 culturas foram contaminadas por fungos ou formigas,
enquanto 5 dessas amostras ndo continham nenhum acaro e foram descartadas, 6
das amostras restantes estdo na estufa esperando o crescimento e desenvolvimento
desses acaros para analise, sendo as ultimas 6 amostras coletas e analisadas
contendo apenas o acaro B. tropicalis. Algumas dessas amostras foram coletadas
mais de uma vez nas residéncias na tentativa de realizar o cultivo dessas amostras,
no entanto algumas questdes fisicas da sala de cultura impossibilitaram a

continuidade do cultivo.

5.2 Caracterizagao molecular das culturas de acaros através de
PCR

ApoOs avaliagdo das amostras ambientais da poeira doméstica e nao ter tido
sucesso no cultivo do G. malaysiensis, utilizamos as massas de acaros disponiveis
no laboratério com suspeita de contaminacgao por G. malaysiensis e uma massa pura
de B. tropicalis que também foi testada no PCR. Realizamos a extragdo de DNA das
3 massas previamente identificadas morfologicamente no Laboratério e fizemos a
caracterizagao molecular através de PCR.

Posteriormente conseguimos identificar essas 3 massas como sendo, uma
massa contendo B. tropicalis, uma contendo B. fropicalis e G. malaysiensis e outra

com G. malaysiensis e D. pteronyssinus (Figura 4) e (Figura 5)
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Figura 4. Gel de agarose 1% utilizando DNA extraido de amostra de poeiras das diferentes

massas de acaro a ser testadas. M: marcador de peso molecular (100pb); N:negativo; 1: B.tropicalis

(147bp); 2: G. malaysiensis (138bp); 3:D. pteronyssinus (115bp).

M 1 2 3 4

Figura 5. Gel de agarose 1% utilizando DNA extraido de amostra de poeiras das diferentes

200 pb

100 pb

massas de acaro a ser testadas. M: marcador de peso molecular (100pb); N:negativo; 1: B. tropicalis
(147bp); 2: G. malaysiensis (138bp); 3: D. pteronyssinus (115bp);4: Multiplex PCR, contendo primers
de B. tropicalis (147bp); G. malaysiensis (138bp); D. pteronyssinus (115bp);

5.3 Producao dos extratos proteicos de acaros

Uma vez determinada a identificacdo molecular das massas do acaro foi

realizado os extratos proteicos e a dosagem feita pela técnica de Bradford, em que foi
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obtido um valor de 1220 ug/mL para o extrato de B. tropicalis, 158 ug/mL para D.
pteronyssinus e G. malaysiensis, 1189 ug/mL de B. tropicalis e G. malaysiensis.
Apenas a massa de D. pteronyssinus néo foi testado por PCR, por sua massa ser
disponibilizada de forma liofilizado e adquiridos da empresa INDOOR Biotechnologies

(USA), quando realizamos a producgéao de extrato a dosagem foi de 119 ug/mL.

5.4 Avaliagao protéica dos extratos através de SDS-PAGE

Apos a producdo dos extratos proteicos, testamos qual seria a melhor
concentracdo para utilizar os extratos tanto para a avaliagcdo por SDS-PAGE como
para a realizagao do Western Blot. Desta forma, escolhemos o extrato de B. tropicalis
para fazer essa avaliagao tanto pela sua concentracdo como pela disponibilidade do
extrato.

Utilizamos a concentragdo 10 ug/mL , 25 ug/mL, 30 pg/mL,35 pg/mL e 40 ug/mL
e apos avaliagéo escolhemos utilizar 35 pg/mL para a avaliagao de todos os extratos.

10 ug/mL 25 ug/mL 30 ug/mL 35 ug/mL 40 ug/mL

FIGURA 6. Gel de eletroforese do extrato de B.tropicalis em diferentes concentragées

ApOs a escolha da concentragao para avaliarmos os extratos, corremos o gel
de SDS-PAGE com quatro extratos, B. tropicalis, G. malaysiensis e B. tropicalis, D.
pteronyssinus e G. malaysiensis e D. pteronyssinus. No qual é possivel observar o

padrdo de bandas de cada extrato e suas diferengas.
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Figura 7. Gel de eletroforese mostrando bandas dos extratos das massas de acaros. M:
marcador BT: B. tropicalis, GM: G. malaysiensis e DP: D. pteronyssinus.

5.5 Avaliacao dos extratos utilizando soro de pacientes alérgicos

através de ELISA e Western Blot

Uma vez analisado o extrato através do SDS-PAGE, seguimos para avaliar a
reatividade desses extratos com soro de pacientes atopicos para o acaro B. tropicalis
e D. pteronyssinus. Em um primeiro momento, realizamos o western blot sem inibir,
(Figura A), ou seja, ndo absorvemos os soros dos pacientes com extrato de
B.tropicalis ou D.pteronyssinus, conseguindo dessa forma observar que ocorreu uma
reacao de IgE com os pacientes positivos para todos os extratos como previsto, eles
reagiram tanto aos extratos de B. fropicalis e D. pteronyssinus que era o esperado
como também para os outros extratos combinados com G. malaysiensis.

Quando analisamos o outro western blot no qual absorvemos os soros dos
pacientes com o extrato de D. pteronyssinus a 300ug/mL (Figura B), conseguimos
observar que as bandas do extrato de D. pteronyssinus nao aparecem tao claramente
cComo no ensaio que nao ocorreu a inibicdo. Além disso, os outros extratos
continuaram reagindo positiviamente, o extrato de B. tropicalis apresentando uma alta
reatividade e o extrato contendo G. malaysiensis e D. pteronyssinus apresentaram
menos bandas que no ensaio sem absorgao, e provavelmente essas sao as bandas

referentes ao acaro G. malaysiensis.
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Figura 8. Western Blot utilizando anticorpa anti-IgE, com pool de soro de pacientes atdpicos e
extratos de massa de acaro. M: marcador, BT: B. fropicalis, GM: G. malaysiensis, DP: D. pteronyssinus.
A) Membrana com soro n&o absorvido B) Membrana com soro absorvido em extrato de D.

pteronyssinus

Acrescentando a isso, resolvemos absorver 0os soros apenas com o extrato de
B. tropicalis e observar a interagao dos soros com os extratos nas membranas (Figura
C). Nao obtivemos o total bloqueio das bandas de B.tropicalis como esperavamos,
mas conseguimos analisar melhor o padrao de bandas relacionada a B. tropicalis e G.
malaysiensis. Para entender melhor essa interagdo, resolvemos absorver os soros
com o soro de B. tropicalis e D. pteronyssinus, com o intuito de inibir toda a reatividade

ligada a esses acaros e analisar apenas as bandas de G. malaysiensis (Figura D)
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Figura 9. Western Blot utilizando anticorpo anti-IgE, com pool de soro de pacientes atopicos e
extratos de massa de acaro. M: marcador, BT: B.tropicalis, GM: G. malaysiensis, DP: D. pteronyssinus.
C) Membrana com soro absorvido em extrato de B.tropicalis B) Membrana com soro absorvido em

extrato B.tropicalis e D. pteronyssinus

Com base nas analises de SDS-PAGE e Western Blot, escolhnemos 10 bandas
referentes aos extratos de D.pteronyssinus e D.pteronyssinus com G.malaysiensis
para analise por espectrometria de massa no Butanta. Com isso escolhemos bandas
que provavelmente estdo relacionadas ao acaro G.malaysiensis quando analisamos
a membrana que foi incubada com soro previamente absorvido com o extrato de
B.tropicalis e D. pteronyssinus, esse critério foi baseado nas bandas com maior
intensidade o que provavelmente indica ligacdo de proteinas especificas do
G.malaysiensis que se ligam a IgE. Foram escolhidas 7 bandas referente ao extrato
de D.pteronyssinus com G.malaysiensis com peso molecular de 15-100 kD e 3 bandas
referente ao extrato de D.pteronyssinus de peso molecular 25 kD, 20 kD e 15 kD
(Figura 10).
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Figura 10. A: Gel de eletroforese utilizado para a Espectrometria de Massa mostrando bandas
dos extratos das massas de acaros.B: Western Blot utilizando anticorpo anti-IgE, com soro absorvido
em extrato B.tropicalis e D. pteronyssinus. : marcador, BT: B.tropicalis, GM: G. malaysiensis, DP: D.

pteronyssinus. DG: D. pteronyssinus com D. pteronyssinus e D: D. pteronyssinus

Na avaliacéo da reatividade dos extratos produzidos, foi executado um teste de
ELISA indireto em 57 soros de individuos atopicos para B. tropicalis e/ou D.
pteronyssinus, estes pacientes foram previamente testados por teste cutdneo. Deste
modo, foi observado que alguns desses individuos testados para os extratos
possuiram reatividade a IgE para todos os extratos testados, tanto para o extrato de
B. tropicalis e D. pteronyssinus que era o esperado para esses pacientes que possuem
teste cutaneo positivo, como também para os extratos de B. tropicalis e G.
malaysiensis e ao extrato de D. pteronyssinus e G. malaysiensis

Quando analisamos de forma comparativa os extratos correspondentes,
observar-se que a reatividade de IgE para o extrato de B. tropicalis apresenta uma
maior reatividade em comparacdo com o extrato contendo B. ftropicalis e G.
malaysiensis apesar de alguns pacientes apresentarem isoladamente uma reatividade
maior ao conjunto dos dois acaros (Figura 11). Em contrapartida, quando analisamos
os extratos de D. pteronyssinus e D. pteronyssinus com G. malaysiensis € possivel
observar que os pacientes analisados possuem uma reatividade maior para o extrato
de D. pteronyssinus com G. malaysiensis em comparagao com o extrato apenas com
D. pteronyssinus (Figura 11). Além disso, analisando a reatividade individual podemos
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perceber uma tendencia de reagao maior ao conjunto dos dois acaros com excegao a
alguns pacientes.

No grafico com os soros inibidos com extrato de D. pteronyssinus, conseguimos
a inibicdo quase completa de IgE dos 8 pacientes testados. Apds a inibigdo do soro
ainda foi possivel observar uma reagao dos individuos aos extratos de G.malaysiensis

com D. pteronyssinus (figura 12).
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Figura 11. Grafico representativo da reatividade dos soros aos extratos de acaros. A:
comparagdo dos niveis de IgE especifico dos soros testados em extratos de B.fropicalis,G.
malaysiensis e B.tropicalis. B: analise individual de cada soro testado para os soros testados em
extratos de B.tropicalis, G. malaysiensis e B.tropicalis. C:comparagao dos niveis de IgE especifico dos
soros testados em extratos de D. pteronyssinus, G. malaysiensis com D. pteronyssinus D: analise
individual de cada soro testado para os soros testados em extratos de D. pteronyssinus, G.malaysiensis

com D. pteronyssinus. * P < 0,05 ** P < 0,05 Wilcoxon teste.
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Figura 12. Grafico representativo da reatividade dos soros inibidos com extrato de

D.pteronyssinus aos extratos de acaros . * p > 0,05, Wilcoxon teste.

Com os resultados da reatividade desses extratos aos 57 soros a IgE
especifico, foi possivel uma breve analise do potencial imunogénico no ELISA indireto
ao acaro G. malaysiensis, tanto com o extrato individual de B. tropicalis e D.

pteronyssinus como a combinagao de G. malaysiensis com 0S mesmos.
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DISCUSSAO

As doencas alérgicas afetam em média 30% da populacdo mundial. Na ultima
década tém sido observado o aumento da prevaléncia e gravidade das doengas
alérgicas e isso tem sido atribuido as variagdes ambientais e a exposi¢ao a alérgenos
da poeira doméstica. Devido ao seu potencial alergénico os acaros da poeira
doméstica sdo responsaveis por mais de 50% dos casos das doencgas alérgicas,
induzindo uma hipersensibilidade do tipo | e a produgéo de anticorpos IgE. (HUBERT
et al., 2023; LIU et al., 2023)

No entanto, os espectros dos componentes alergénicos dos acaros ainda nao
sdo totalmente conhecidos e apesar da sua importancia clinica os alérgenos néo sao
estudados em todas as espécies de acaros da poeira doméstica e armazenamento na
mesma extensdo. Além disso, garantir os componentes dos extratos alergénicos &
uma tarefa dificil devido as suas complexidades, ter a identificacdo precisa e o
conhecimento dos seus genomas € fundamental para solucionar questdes clinicas e
cientificas referentes aos acaros da poeira doméstica e armazenamento, para o
entendimento mais aprofundado dos seus alérgenos e mecanismos subjacentes a sua
alergenicidade (CHAN et al., 2015).

No ensaio de PCR, os resultados revelaram 1 extrato puro contendo
B.tropicalis, 1 extrato contendo B.fropicalis e G.malaysiensis, 1 extrato contendo
D.pteronyssinus e G.malayisiensis, com pares de base 147bp referente a B.tropicalis,
138bp para G.malaysiensis e 115bp referente a D.pteronyssinus, como padronizado
anteriormente por ALVES e colaboradores (2022)

Contudo, apesar de ser descrito pela primeira vez na década de 50, o género
Glycycometus foi bastante negligenciado sobre o seu potencial alergénico. No
entanto, COLLOFF (2009) sugeriu que por sua familiaridade morfolégica e
pertencimento a mesma familia que o Blomia (Glycyphagoidea), o acaro teve sua
identificacdo morfolégica trocada e sua prevaléncia seja mais comum e ampla em
varias regides que anteriormente os estudos de prevaléncia relataram. Além disso,
G.malaysiensis e B.tropicalis possuem uma reatividade cruzada, o que torna a

identificagcéo precisa desses acaros ainda mais relevante. (CHEW et al., 1999)
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Apesar de n&o possuir as amostras pura contendo G.malaysiensis,
conseguimos analisar os padrdoes de banda e a reatividade desses extratos, através
de SDS-PAGE, Western Blot e ELISA. A comparacao dos extratos proteicos de acaros
da poeira doméstica por SDS-PAGE, indicou uma diferenca na definicdo das bandas
analisadas nos 4 extratos testado, as bandas dos extratos contendo B.fropicalis e B.
tropicalis com G.malaysiensis, do mesmo modo nos extratos contendo
D.pteronyssinus e D.pteronyssinus com G.malaysiensis,o padrao de bandas proteica
apresentou um padrao de bandas distintas das amostras contendo o acaro puro.

As divergéncias nos padroes de bandas foram confirmadas por analise através
do Western Blot utilizando o pool obtido de paciente atdpicos para os acaros
B.tropicalis e D.pteronyssinus. Na figura 8A, podemos observar os padrdes de bandas
reativos em todos os pogos testados, enquanto na figura 8B, no qual ocorreu uma
absorcao do soro com o extrato de D.pteronyssinus, observa-se que o pogo referente
ao extrato de D.pteronyssinus foi completamente inibido, sendo assim possivel
observar uma maior intensidade de bandas no poco referente ao B.tropicalis
principalmente na banda 10kD, mas também bandas especificas referente ao extrato
de G.malayisiensis com bandas de peso molecular de 250 kD -10 kD e a presenca
significativa de reatividade a IgE nesse pool de pacientes.

Na figura 9A no qual ocorreu inibicdo com o extrato de B.tropicalis e na figura
9B na qual ocorreu a inibicdo com o extrato de ambos os acaros, B.tropicalis e
D.pteronyssinus, conseguimos observar as mesmas bandas que sao referentes ao
G.malayisiensis.

CHEW e colaboradores (1999) Observaram um alto grau de sensibilizagao
entre G.malaysiensis e T.putreacentiae, outro acaro de armazenamento, constatando
uma possivel reagao cruzada entre os mesmo e 0s acaros B.tropicalis e/ou
Dermatophagoides spp. Além disso, sugeriu que B.tropicalis compartilha reatividade
cruzada de leve a moderada com G.malaysiensis que foi encontrado em 35% das
amostras relatada por ele. Na caracterizagédo do extrato alergénico de G.malaysiensis
demostrou 20 proteinas de ligacéo a IgE (11-90 kD).

Enquanto, na analise de imunoblotting de D.pteronyssinus apresentou bandas
reativas variando de 11 a 130 kD. Outro estudo realizado por CHONG e

colaboradores, (2015), na analise de imunnobloting de D.pteronyssinus apresentou
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bandas reativas variando de 11 a 30kda, enquanto para G.malaysiensis os individuos
apresentaram uma maior imunorreatividade contra o alérgeno de 9-15Kda, 60 kD,
31kD.

O uso de extratos brutos para determinagcédo da concentracéo de IgE especifica
de acaros da poeira doméstica tem sido amplamente utilizado para estabelecer o perfil
de sensibilizacdo de uma populagao previamente definida, considerado um passo
importante para a identificacdo de alérgenos especificos. No entanto, existem
informacdes limitadas sobre os perfis de sensibilizacdo da populacdo no Brasil
referente aos acaros de armazenamento, até o momentos poucos estudos foram
realizados sobre o perfil de sensibilizacdo do acaro G.malaysiensis.

YU e colaboradores ( 2014) observaram através da medigéo de IgE especifica
que 44% dos pacientes asmaticos eram alérgicos ao B. tropicalis e 18% apresentavam
reatividade cruzada com Dp e Bt e 90% dos pacientes foram alérgicos a Der p 2.

O B.tropicalis apresenta uma reatividade de IgE em 89% dos soros de
pacientes adultos com asma em paises tropicais. Por ser amplamente encontrado nas
residéncias sua prevaléncia na poeira doméstica pode alcancar 40% dentre as
especies de acaros, e essa espeécie possui mais de 14 alérgenos descritos até o
momento (HUBERT et al., 2023). O D. pteronyssinus apresenta uma prevaléncia de
até 80% das amostras dos acaros de poeira doméstica, e 70% das pessoas com
alergia a poeira doméstica possuem sensibilizagéo aos alérgenos de D.pteronyssinus

(WEGHOFER et al., 2013).

No entanto, estudos mostraram uma maior reatividade de IgE em acaros de
armazenamento do que para o acaro D.pteronyssinus. YU e colaboradores (2014).
Demostraram que pacientes sensibilizados a poeira doméstica apresentaram uma
prevaléncia de sensibilizacdo aos acaros de armazenamento de 73-83%. Além disso
pacientes acima de 50 anos manifestaram uma sensibilizacdo maior ao
T.putrescentiae de 52% que ao D.pteronyssinus de 22%. Achados semelhantes foram
encontrados na coreia, no qual 39.9% da populacao testada foram sensibilizadas ao

T.putrescentiae, sendo os mesmos mais sensibilizados ao T.putrescentiae do
que ao D.pteronyssinus.(LIAO; HO; TSAI, 2010)
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Na analise de IgE por ELISA indireto, foi possivel observar o perfil de
sensibilizagao dos extratos contendo G.malaysiensis, no soro de pacientes atdpicos.
Na figura 11A, podemos observar que os individuos alérgicos tiveram uma maior
sensibilizagdo ao extrato contendo B.tropicalis em comparagao com extrato contendo
B.tropicalis com G.malaysiensis. Enquanto, na figura 11C observamos uma mudanca
de padrao,na qual os pacientes apresentaram uma maior sensibilizagdo ao extrato de
D.pteronyssinus e G.malaysiensis do que ao extrato puro com D.pteronyssinus.

CHONG e colaboradores (2015) Em um estudo de soro prevaléncia de IgE a
aléergenos da poeira doméstica e acaros de armazenamento, observaram na
populacdo estudada um padrao diferente de sensibilizagdo, no qual a maioria dos
individuos foram sensibilizados a G.malaysiensis (37%) ao invés de D.pteronyssinus.
Além disso individuos ndo alérgicos apresentaram niveis elevados de IgE especifica
para G.malaysiensis.

Nosso trabalho fortalece os demais estudos que indicam o potencial alergénico
do G.malaysiensis. Apesar de anteriormente estudado, uma caracterizagdo do seu
extrato através de técnicas mais recentes e com identificacdo molecular, nunca foram

realizadas anteriormente.
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6.CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo, comparamos a composicdo de diferentes extratos
proteicos de acaros da poeira doméstica. Apesar de nao possuir o extrato puro foi
possivel, através dos dados apresentados neste estudo que o acaro G.malaysiensis
parece apresentar uma reatividade a IgE em pacientes atopicos. Pacientes reagiram
mais ao extrato de D.pteronyssinus e G.malaysiensis do que apenas com
D.pteronyssinus, além de ser observado através do imunnobloting as proteinas
especificas de ligacao a IgE presente nos extratos com G.malaysiensis apds absorgéo
e analisar os padrdes de bandas reativamente positivo ao G.malaysiensis.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, para melhor
compreensao dos alérgenos de G.malaysiensis se faz necessarias analises
complementares e caracterizagdo dos seus alérgenos através de técnicas 6micas
para entender seu potencial alergénico e no futuro auxiliar no diagnéstico e tratamento

das doencas alérgicas.
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