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Resumo 

Introdução: As alergias aos ácaros da poeira doméstica, como Blomia tropicalis e 

Dermatophagoides pteronyssinus, representam um importante problema de saúde 

pública. A caracterização molecular e imunológica de alérgenos dessas duas espécies é 

crucial para aplicações clínicas. Objetivos: Expressar e purificar os alérgenos Blo t 41 e 

Der p 20 e comparar a reatividade IgE desses dois alérgenos em um coorte de pacientes 

alérgicos aos ácaros B. tropicalis e D. pteronyssinus. Materiais e Métodos: As 

sequências dos genes do Blo t 41 e Der p 20 foram clonadas em vetores pET21a(+) e 

expressas em E. coli BL21(DE3). Após teste de solubilidade, foi feita a purificação por 

cromatografia por troca iônica e exclusão por tamanho. A funcionalidade do Blo t 41 foi 

confirmada por ligação à quitina, rBlo t 41 e rDer p 20 passaram por um teste de 

estabilidade em temperatura ambiente e 4 ºC com amostras periódicas coletadas e a 

reatividade IgE foi determinada por ELISA indireto usando 222 soros de pacientes 

asmáticos alérgicos. Resultados e Conclusão: A expressão de rBlo t 41 (13 kDa) e rDer 

p 20 (40 kDa) foi bem-sucedida e confirmada. No teste de estabilidade do alérgeno rDer 

p 20 mostrou-se termicamente estável a temperatura ambiente e a 4ºC, já rBlo t 41 

mostrou mais resistente a temperatura ambiente. O ensaio de ligação à quitina confirmou 

que rBlo t 41 é uma proteína funcional de ligação à quitina. Na análise sorológica, rBlo t 

41 apresentou maior reatividade (59% em alérgicos; 18% em asmáticos alérgicos) que 

Der p 20 (37% e 12%, respectivamente), sendo identificado como um alérgeno 

majoritário de B. tropicalis. Der p 20 correlacionou-se fortemente com extratos de D. 

pteronyssinus em asmáticos leves. E. coli BL21(DE3) mostrou-se eficaz como vetor de 

expressão para produzir rBlo t 41 e rDer p 20 com alto rendimento. Considerando a 

capacidade de ligação a IgE em soros de pacientes alérgicos aos ácaros, esses alérgenos 

recombinantes podem ser utilizados em aplicações diagnósticas e explorados como 

potenciais marcadores de gravidade da doença. 

Palavras-chave: ácaros da poeira doméstica, alergia, proteínas recombinantes.  

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Introduction: Allergies to house dust mites, such as Blomia tropicalis and 

Dermatophagoides pteronyssinus, represent a major public health problem. Molecular 

and immunological characterization of allergens from these two species is crucial for 

clinical applications. Objectives: Express and purify the allergens Blo t 41 and Der p 20 

and compare the IgE reactivity of these two allergens in cohorts of allergic individuals. 

Materials and Methods: The Blo t 41 and Der p 20 gene sequences were cloned into 

pET21a(+) vectors and expressed in E. coli BL21(DE3). After solubility testing, 

purification was performed by ion exchange and size exclusion chromatography. The 

functionality of Blo t 41 was confirmed by binding to chitin. rBlo t 41 and rDer p 20 

underwent a stability test at room temperature and 4°C with periodic samples collected, 

and IgE reactivity was determined by indirect ELISA using 222 sera from allergic 

asthmatic patients. Results and Conclusion: The expression of rBlo t 41 (13 kDa) and 

rDer p 20 (40 kDa) was successful and confirmed. In the allergen stability test, rDer p 20 

was shown to be thermally stable at room temperature and at 4ºC, while rBlo t 41 was 

shown to be more resistant at room temperature. The chitin binding assay confirmed that 

rBlo t 41 is a functional chitin-binding protein. In the serological analysis, rBlo t 41 

showed greater reactivity (59% in allergic subjects; 18% in allergic asthmatics) than Der 

p 20 (37% and 12%, respectively), identified as a major allergen of B. tropicalis. Der p 

20 showed a strong positive correlation with the D. pteronyssinus extract in patients with 

mild allergic asthma. E. coli BL21 (DE3) can be used as an effective expression vector to 

produce rBlo t 41 and rDer p 20, with high expression yields. Considering that they 

showed IgE reactivity in sera from patients allergic to HDMs, these recombinant allergens 

could, therefore, be used in future diagnostic applications and further explored as 

potential markers for disease severity.  

Keywords: house dust mite; allergy; recombinant protein.  
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1. INTRODUÇÃO  

O contato com ácaros da poeira doméstica (APD) e de seus aeroalérgenos em fragmentos de 

poeira presentes em camas, carpetes e estofados, são um dos principais causadores da asma e 

rinite alérgica no mundo, onde estima-se que entre 1-2% da população mundial é sensibilizada 

para estes aracnídeos (Rodinkova et al., 2022; Walsemann et al., 2023; Yuriev et al., 2023a). 

Essa sensibilização e as subsequentes exposições a seus alérgenos representam um significativo 

fator para o desencadeamento e piora dos quadros das doenças respiratórias, em particular a asma, 

cujos sintomas em pacientes sensibilizados correlacionam-se diretamente com os níveis de 

exposição domiciliar, consolidando estes ácaros como relevantes desencadeadores de alergias, e 

um problema de saúde global (Zuiani; Custovic, 2020; Huang; Sarzsinszky; Vrtala, 2023). 

Entre as principais espécies de ácaros indutoras da resposta alérgica, podemos citar o 

Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), artrópode distribuído globalmente encontrado em 

regiões temperadas e úmidas na Europa, Ásia, Austrália e Américas (Huang; Sarzsinszky; Vrtala, 

2023). No Brasil foi observado em pacientes asmáticos níveis de sensibilização de 61,5%  a este 

ácaro (Alcantara-Neves et al., 2017; Silva et al., 2020; Zuiani; Custovic, 2020). Além do D. 

pteronyssinus, o Blomia tropicalis (Blo t), muito prevalente em regiões tropicais e subtropicais é 

considerado como o principal ácaro encontrado em domicílios de pessoas com asma e rinite 

alérgica (65%) na cidade de Salvador-BA (Baqueiro et al., 2007; Miller, 2019; Santos Da Silva 

et al., 2017).  

O aumento prevalente das doenças alérgicas em decorrência da exposição aos diferentes tipos de 

alérgenos, transformou esse distúrbio não somente em uma questão socioeconômica, mas 

também em um problema de saúde pública mundial devido a seus impactos negativos na 

qualidade de vida relacionada a saúde do paciente (Hillerich et al., 2024; Silva et al., 2020). 

Nessa perspectiva, estima-se que aproximadamente 30% da população mundial apresente algum 

tipo de sintoma alérgico. Esse aumento na prevalência das doenças alérgicas está fortemente 

relacionado a transformações sociais que impactam os hábitos cotidianos e a qualidade de vida 

da população, promovendo alterações no perfil de sensibilização alérgica, tanto em países 

desenvolvidos quanto em nações em desenvolvimento (Alcantara-Neves et al., 2017; Huang; 

Sarzsinszky; Vrtala, 2023). No Brasil, devido ao aumento da eficiência das políticas públicas, 

como o acesso à vacinação gratuita, melhorias no saneamento básico, o contato e exposição dos 

indivíduos com agentes infecciosos, que atuam no sistema imune através de seus mecanismos 

imunomoduladores nas alergias, tem reduzido (Alcantara-Neves et al., 2017; Biliute et al., 2024; 

Huang; Sarzsinszky; Vrtala, 2023; Silva et al., 2020). Embora haja avanços nas condições básicas 
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de saúde, países em desenvolvimento ainda enfrentam altas taxas de doenças alérgicas. De acordo 

com dados da 1ª fase do estudo ISAAC (The International Study of Asthma and Allergies in 

Childhood), o Brasil ocupava a oitava posição mundial em incidência de asma, com destaque 

para a cidade de Salvador, que apresentava uma prevalência de 24,6% (Alcantara-Neves et al., 

2012; Mascarenhas et al., 2016).  

Esse cenário está diretamente relacionado a capacidade desses ácaros em causar alergias por 

conta da presença de alérgenos em seu corpo e até mesmo em suas fezes. Ao entrarem em contato 

por inalação ou diretamente com a mucosa, são reconhecidos e induzem uma resposta Th2 

mediada por IgE específica, e após sucessíveis exposições, associam-se ao agravamento da asma 

aguda e rinite alérgica (Caraballo et al., 2020a). No entanto, ainda são poucos os estudos que 

tenham identificado quais alérgenos estão relacionados ao surgimentos dessas doenças 

(Caraballo et al., 2020a; Dramburg et al., 2023; Jacquet; Robinson, 2020; Tang, Ren-Bin, 2020; 

Zakzuk et al., 2024).  Alérgenos de D. pteronyssinus, como Der p 5, Der p 20 e Der p 21, têm 

sido associados à influência no fenótipo e na gravidade das doenças atópicas. De forma 

semelhante, os alérgenos Blo t 5 e Blo t 21, provenientes de B. tropicalis, figuram entre os 

principais sensibilizadores desse ácaro e estão relacionados ao desenvolvimento da asma na 

população estudada, evidenciando a importância da inclusão desses alérgenos em painéis 

moleculares voltados ao diagnóstico de doenças alérgicas (Walsemann et al., 2023; Zakzuk, et 

al., 2024). 

Assim, considerando as lacunas existentes nos métodos diagnósticos para doenças alérgicas, o 

presente estudo visa investigar a soropositividade de IgE específica aos alérgenos recombinantes 

de B. tropicalis e D. pteronyssinus, avaliando sua prevalência da sensibilização a novos alérgenos 

recombinantes (rBlo t 41 e rDer p 20) e seu potencial como possíveis marcadores de fenótipos 

específicos da asma alérgica e de outras doenças respiratórias em uma coorte na cidade de 

Salvador, Bahia. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Ácaros da poeira doméstica (APD)  

            Os ácaros da poeira doméstica (0.1-0.4 mm) pertencentes ao filo Arthropoda (classe 

Arachnida, subclasse Acari e subordem Astigmata) são reconhecidos amplamente por serem uma 

grande fonte de alérgenos, destacando-se por seu potencial de desencadear reações alérgicas 

mundialmente (Bergmann, 2022; Huang; Sarzsinszky; Vrtala, 2023).  

            Os aeroalérgenos dos APD são um dos mais comuns em todo mundo, classificados em 

grupos com base em suas propriedades bioquímicas, função biológica e relevância clínica para 

diversas doenças alérgicas. Esses organismos têm alta sensibilidade a modificações do 

microambiente e padrões de cultivo em laboratórios  (Santos da Silva et al., 2019; Thomas, 

2015). Mudanças globais ou regionais de temperatura, umidade, poluição do ar ou outras 

condições ambientais podem modificar o crescimento natural dos ácaros, sua sobrevivência e, 

mais importante, a produção desses aeroalérgenos (Casset et al., 2012; Santos da Silva et al., 

2019; Thomas, 2015). Acerca do cultivo, o tipo de alimentação, condições de umidade e 

temperatura, e perfil de endogamia das culturas também podem impactar a produção de alguns 

alérgenos (Santos da Silva et al., 2019).  

Na família Pyroglyphidae são encontrados estes artrópodes responsáveis pelo sensibilização em 

pacientes alérgicos, como no caso do Dermatophagoides pteronyssinus, um ácaro da poeira, 

comum em carpetes, estofados, camas e tecidos encontrado em países de clima temperado 

(Bergmann, 2022; Miller, 2019). Além dos ácaros da poeira doméstica, outro causador 

importante de alergias, é o Blomia tropicalis, identificado em 1970 por Bronswijk e de Cock 

como ácaro de armazenamento encontrado em grãos e comida, da família Glycyphagidae, muito 

presente no ambiente domiciliar de países de clima tropical e subtropical, e o principal agente 

responsável por alergias em adultos e crianças no município de Salvador, Bahia, Brasil 

(Alcantara-Neves et al., 2017; Miller, 2019; Santos Da Silva et al., 2017).  

A maioria dos alérgenos de B. tropicalis apresenta apenas 30% a 40% de identidade de sequência 

com seus homólogos, demonstrando baixa reatividade cruzada de IgE e na indução de respostas 

imunológicas distintas em relação aos alérgenos do gênero Dermatophagoides (Yan Chua et al., 

2007). Da mesma forma, os alérgenos de Dermatophagoides também apresentam baixa 

reatividade cruzada de IgE e exibem uma imunobiologia própria (Yan Chua et al., 2007).  Entre 

as espécies desse gênero, D. pteronyssinus é a segunda mais relevante no município de Salvador, 
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sendo observadas altas taxas de co-sensibilização com B. tropicalis  (Alcantara-Neves et al., 

2017).  

 

2.2 O ácaro dos trópicos, Blomia tropicalis  

O B. tropicalis é um aracnídeo de formato globular encontrado em grãos, como contaminação 

em alimentos processados à base de cereais (Santos Da Silva et al., 2017; Zakzuk et al., 2024). 

Além de ser originalmente associado a ambientes de armazenamento, B. tropicalis também foi 

identificado como um importante ácaro da poeira doméstica e causador de doenças alérgicas. Em 

países tropicais, sua presença foi detectada em mais de 90% das residências urbanas, enquanto 

em regiões subtropicais sua prevalência é significativamente menor, sendo encontrada em apenas 

cerca de 30% dos domicílios analisados (Zakzuk, 2012).  

Segundo o FRAAT (Risk Factors for Asthma and Allergy in the Tropics) crianças podem se 

sensibilizar de forma precoce aos componentes moleculares desse ácaro, antes de apresentarem 

alguma manifestação clínica. Desde os primeiros achados sobre sua relevância alergênica, 

houveram muitos avanços significativos no isolamento de seus alérgenos mediante estudos 

genômicos e proteômicos, evidenciando a relevância da identificação tanto dos alérgenos 

principais quanto daqueles associados com o desenvolvimento das doenças alérgicas (Santos Da 

Silva et al., 2017; Santos da Silva et al., 2019; Zakzuk  et al., 2024; Zakzuk, 2012).  

 

2.3 Blo t 41, o novo maior alérgeno do Blomia tropicalis 

Segundo Allergen Nomenclature, até o momento, existem apenas dois registros de alérgenos 

pertencentes ao grupo 41: Tri a 4, um alérgeno do Triticum aestivum, e recentemente, o Blo t 41, 

um alérgeno de B. tropicalis, sendo o primeiro e único identificado, até o momento, entre os 

ácaros da poeira doméstica (allergen.org). Para os ácaros, o grupo 41 pode se referir aos alérgenos 

ligantes de quitina, segundo biopolímero mais abundante na natureza presente em importantes 

fontes de alérgenos (Zakzuk, 2012).   

Dentre os importantes alérgenos encontrados em B. tropicalis, através de uma nova análise 

genômica, Blo t 41 foi descrito como uma possível proteína de ligação à quitina com um domínio 

de ligação à quitosana (domínio de ligação à quitina tipo 2) ainda não bem elucidado, com 

tamanho teórico de 14 kDa, apresentando elevado nível de sensibilização em indivíduos alérgicos 
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a ácaros e demonstrando potencial para aplicação no diagnóstico de doenças alérgicas (Luo et 

al., 2024; Xiong et al., 2024). 

Na bioquímica, a proteína ligante de quitina tem o papel crucial na formação, remodelamento e 

manutenção da matriz de quitina, ajudando na organização, fortalecimento da matriz extracelular 

na estrutura e biogêneses nos tecidos formados por quitina no exoesqueleto de insetos, 

crustáceos, e em partes bucais de moluscos, além de função estrutural, essas proteínas tem papeis 

de defesa contra patógenos, ao se ligarem na parede de patógenos (Heymann et al., 2021). No 

entanto, apesar da nova descoberta, pouco se sabe sobre a sua exata função na biologia nos 

ácaros, apontando a necessidade de novos estudos para compreender sua função bioquímica e 

seu papel na alergia.  

 

2.4 Dermatophagoides pteronyssinus 

A espécie D. pteronyssinus, ácaro da poeira doméstica encontrado globalmente em regiões de 

clima temperado, tropical e subtropical, é reconhecido como um dos principais agentes 

sensibilizadores e principal gatilho responsável pelo desenvolvimento das doenças respiratórias 

e dermatites. Essa capacidade está associada à presença de fontes potentes de alérgenos tanto em 

seu corpo quanto em seus pellets fecais (Biliute et al., 2024; Forchert et al., 2022; Huang; 

Sarzsinszky; Vrtala, 2023). Um total de 35 alérgenos para D. pteronyssinus foram  identificados 

e são aceitos pela IUIS (International Union of Immunological Societies), sendo os alérgenos 

clássicos de importância clínica os do grupo 1, 2 e 23 que estão associados com asma alérgica, 

rinite alérgica e dermatite atópica (Muddaluru et al., 2021; Silva et al., 2020).  

Entre os diversos grupo de alérgenos de ácaros já existentes, Der p 1 foi o primeiro encontrado 

entre os ácaros da poeira doméstica. Esse alérgeno demonstrou uma frequência maior que 80% 

de ligação de IgE, apresentando níveis de IgE específica significativamente altos em crianças 

asmáticas em comparação as não asmáticas. A presença do anticorpo IgE anti-Der p 1 em idades 

abaixo de 5 anos constitui um fator de risco para o desenvolvimento de asma. Outro importante 

alérgeno identificado foi o Der p 2, com uma frequência de IgE maior que 90%, em pacientes 

alérgicos, em particular asmáticos, apresentando altos níveis de IgE específicos (Caraballo et al., 

2020b).   
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2.5 Der p 20, uma arginina quinase 

Identificada pela primeira vez em mariposas da espécie Plodia interpunctella e posteriormente 

isolado e expresso como proteína recombinante, a arginina quinase desempenha um papel 

importante como agente sensibilizador e causador das alergias. Na bioquímica, é responsável 

pela garantia da manutenção da energia celular nos invertebrados, catalisando a transferência do 

fosfato entre fosfosfonagina e adenosina difosfato para o fornecimento de trifosfato de adenosina 

para a contração muscular (Sarzsinszky et al., 2021). Nos ácaros, as argininas quinases pertencem 

ao grupo 20, de tamanho molecular teórico de 40 kDa, com sequência altamente conservada em 

alguns invertebrados com 80% de homologia nos crustáceos, 75% em insetos e 45% em enzimas 

de mamíferos (Bessot; Pauli, 2011). Além disso, compreende os panalérgenos, conceito que 

abrange a família de proteínas alergênicas que compartilham de sequências com regiões, 

estruturas e funções altamente conservadas, que permitem o reconhecimento cruzado da IgE 

entre alérgenos não relacionados, como as argininas quinases, tropomiosinas, profilinas, 

polcalcinas e proteínas não especificas de transferências de lipídeos (nsLTPs) (Hauser et al., 

2010; Sarzsinszky et al., 2021).  

Identificada como um alérgeno e caracterizada como uma arginina quinase, segundo Sarzsinszky 

e colaboradores (2021), Der p 20 é um aeroalérgeno encontrado principalmente no corpo do D. 

pteronyssinus, com reatividade de IgE de 30% em pacientes alérgicas ao ácaro e associado a 

sintomas asmáticos e problemas respiratórios (Hauser et al., 2010; Sarzsinszky et al., 2021). 

Apesar da baixa reatividade de IgE especifica, sua sensibilização pode ser um grande problema, 

pois leva ao risco de desenvolvimento de múltiplas sensibilizações por ser um panalérgeno 

(Hauser et al., 2010). 

Análoga à creatina quinase em mamíferos, com função na garantia de energia muscular, o Der p 

20 também demonstrou-se ser um alérgeno importante associado a pacientes com dermatite 

atópica, cujos pacientes com altos níveis de IgE ao Der p 20 exibiam quadros graves de eczema 

atópicos com mais frequência em comparação aos que reagiam mais baixos, sugerindo correlação 

do alérgeno como um possível marcador para formas mais severas de dermatite atópica, porém 

apesar dos achados, pouco se sabe sobre o seu potencial alergênico na população brasileira 

(Thomas, 2015; Walsemann et al., 2023).  
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2.6 Mecanismos de sensibilização e produção da IgE específica  

As doenças alérgicas referem-se ao mecanismo de hipersensibilidade do tipo I ou imediata, em 

resposta a uma proteína ou produto químico associado a uma proteína que afetam as vias aéreas 

superiores e inferiores, olhos, pele e, ocasionalmente, circulação sanguínea (Dramburg et al., 

2023; Jutel et al., 2023). Para que este tipo de resposta imune se inicie e desencadeie as doenças 

alérgicas, existem diversos alérgenos clássicos que podem ser citados como pólens (árvores, 

ervas daninhas e gramíneas), esporos de mofo, pêlos de animais, saliva e urina por exemplo de 

cães, gatos, hamsters, baratas, venenos de animais, alimentos (por exemplo, amendoins, frutos 

do mar, leite, ovos, soja, trigo, frutas, vegetais) e ácaros da poeira doméstica (Jutel et al., 2023; 

Santos Da Silva et al., 2017; Silva et al., 2020).  

Os mecanismos que precedem o processo alérgico são iniciados através da fase de sensibilização, 

cujos alérgenos passam as junções intercelulares do epitélio nasal ou de mucosa, que ativam o 

epitélio para o recrutamento de células dendríticas imaturas, quando entram em contato com o 

alérgeno. Quando ativadas, a migração das células dendríticas é auxiliada pela interleucina 13 

(IL-13) produzida pelas células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2) e pela interleucina 4 (IL-4) 

produzidas pelos basófilos, que se encaminham para o paracórtex dos linfonodos, apresentando 

peptídeos derivados do alérgeno às células T naives, por via complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) classe II. Dentro da zona intermediária, as células T se diferenciam 

e se ativam para um perfil de células Th2, produzindo citocinas como IL-4 e IL-13 que promovem 

a troca de classe da imunoglobulina das células B resultando a produção final da IgE específica 

contra o alérgeno. Quando produzidos, esses anticorpos, circulam através dos vasos linfáticos, 

posteriormente atingindo a corrente sanguínea, estando presentes de forma sistêmica para se 

ligarem aos receptores de alta afinidade (FcεRI) dos mastócitos, basófilos, e de baixa afinidade 

(FcεRII) de eosinófilos (Jutel et al., 2023; Thomas, 2015; Zhang et al., 2025). 

Após um segundo contato com o alérgeno, as células efetoras, como basófilos e mastócitos, que 

foram sensibilizadas com as IgEs específicas ligadas a seus receptores FcεRI de alta afinidade 

reconhecem o mesmo alérgenos (cross-linking) resultando em uma cascata de sinalização, 

culminando na ativação e degranulação das células efetoras junto a liberação de diversos 

mediadores inflamatórios. O processo de degranulação libera mediadores pré-armazenados, 

como histamina, heparina, proteases e algumas citocinas, como prostaglandinas, leucotrienos e 

nucleotídeos de adenosina. Com a degranulação e liberação dos mediadores, os sintomas 

característicos de uma reação alérgica é desenvolvida, como vasodilatação, aumento da 
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permeabilidade vascular, contração do músculo liso, estimulação dos nervos sensoriais e 

produção de muco, e  em casos onde há a exposição frequente ao mesmo alérgeno, ocorre uma 

inflamação pulmonar crônica, aumento acentuado na produção de muco, fibrose e o 

remodelamento das paredes brônquicas (Jutel et al., 2023; Thomas, 2015).  

 

2.7 Alergias respiratórias e marcha atópica 

As alergias referem-se ao fenômeno de hipersensibilidade imediata ou hipersensibilidade tipo I, 

com sua terminologia utilizada para uma reação anormal ou exagerada inesperada a um estímulo 

exógeno que envolve o sistema imunológico (Jutel et al., 2023). Dentre as doenças alérgicas que 

mais afetam as vias aéreas associadas a uma hipersensibilidade imediata, podem-se destacar a 

asma alérgica e a rinite alérgica. Estima- se que quase 340 e 400 milhões de pessoas 

mundialmente sofrem de asma e rinite alérgicas, sendo assim, as duas doenças respiratórias mais 

comuns, crônicas e de grande impacto na saúde e qualidade de vida (Pulido-Guillen et al., 2023).  

Além da crescente prevalência das doenças alérgicas, outro fenômeno crítico é a marcha atópica, 

um conceito que descreve a progressão natural e sequencial de diferentes alergias em uma mesma 

pessoa, em especial durante a infância (Mrkić Kobal et al., 2023). É entendido que esse marco 

ocorre devido às evidências epidemiológicas que envolvem fatores como a exposição à ácaros, 

também como outras fontes alergênicas, assim como predisposição genética, que quando 

associados proporcionam o desenvolvimento da dermatite atópica durante a infância, seguida do 

surgimento da rinite e asma alérgica no decorrer da vida do indivíduo (Mrkić Kobal et al., 2023; 

Tang, Xin; Li, 2024).  

Das manifestações da marcha atópica, a rinite alérgica (RA) é uma doença inflamatória que 

afetam as vias aéreas superiores mediada por uma resposta de hipersensibilidade do tipo I (Czech; 

Overholser; Schultz, 2023). Clinicamente, caracteriza-se pelos sintomas clássicos de espirros 

constantes, rinorreia e congestão nasal, podendo ser de caráter sazonal ou perene com diferentes 

gravidades a depender do tipo de gatilho que favorece o surgimento da alergia (Wise et al., 2023). 

É uma doença que afeta de 10 a 30% adultos, sendo que, em crianças, 74 a 81% dos casos 

diagnosticados com asma alérgica já manifestam precocemente os primeiros sintomas de rinite 

(Mrkić Kobal et al., 2023).  

A rinite apresenta uma relação estabelecida com a asma alérgica, doença esta que marca o elo 

final da marcha atópica em muitos pacientes (Yang; Fu; Zhou, 2020). A prevalência mundial da 

asma, tem atingido números preocupantes afetando quase 262 milhões de pessoas, com 
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estimativa de 461.000 mortes anualmente (Vos et al., 2020). A asma é um distúrbio crônico 

inflamatório das vias aéreas inferiores, acompanhada de sintomas como tosse, opressão torácica, 

sibilos e falta de ar, resultantes de uma inflamação pulmonar acompanhada pela produção de 

muco, hiperresponsividade dos brônquios e remodelamento das paredes brônquicas (Hammad; 

Lambrecht, 2021; Pauli et al., 2023).  

As classificações de gravidade de asma usam os seguintes critérios: para asma ser considerada 

leve, deve estar bem controlada com tratamentos de baixa intensidade e que não interfere nas 

atividades diárias ou sono. Para uma asma moderada, são necessários o uso de medicações de 

média dose de corticoides inalados e quando as atividades diárias são afetadas ou a presença de 

sintomas mais frequentes, mas ainda é controlável com o tratamento adequado. Já para uma asma 

ser considerada grave, é quando mesmo com o uso diário de altas doses de corticoides inalados 

beta-2-agonistas de ação prolongada ou medicamentos para evitar o agravamento não consegue 

ser controlada e necessitam de terapias especializadas para o controle dos sintomas (Global 

Initiative for Asthma, 2025). 

A asma apresenta diversos fenótipos, sendo classificada entre asmáticos alérgicos e não alérgicos. 

A asma alérgica (AA) frequentemente ocorre na infância, mas alguns podem desenvolvê-la 

tardiamente, é tipicamente diagnosticada com base em sintomas desencadeados pela exposição 

a alérgenos e a alergia pode ser confirmada por teste cutâneo ou medindo no soro a presença da 

IgE (Gerday et al., 2022). Esse fenótipo é classicamente oposto à asma não alérgica, onde os 

desencadeantes de obstrução das vias aéreas eram mais frequentemente considerados infecciosos 

ou poluentes, de início tardio e geralmente mais grave e menos associada às alergias (Gerday et 

al., 2022; Hammad; Lambrecht, 2021). 

Seu diagnóstico é realizado através da histórico dos sintomas e através das evidências de 

limitação variável do fluxo expiratório, que deve ser documentado através de testes de 

responsividade brônquica ou por testes de função pulmonar, além de outras avaliações para 

confirmação da asma ou exclusão de outros gatilhos para sintomas respiratórios. Além do 

diagnóstico, é classificada com base na gravidade, controle e resposta ao tratamento, sendo 

incluída a categoria leve, moderada e grave (Global Initiative for Asthma, 2025). 
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2.8 Diagnóstico das alergias 

Alinhadas com uma anamnese criteriosa realizada por um médico, o diagnóstico preciso das 

alergias baseiam-se na corroboração de testes in vivo ou in vitro para determinar a sensibilização 

por IgE (Zakzuk, Josefina, 2012).  

Utilizada como ferramenta mais comum e confiável, o teste cutâneo de puntura (SPT) é um dos 

principais métodos de triagem para alergias que envolve a aplicação de pequenas quantidades de 

alérgenos específicos sob a pele, que embora segura, é um teste que apresenta limitações, como 

a possibilidade de falsos positivos e contraindicado para pacientes com dermatite atópica grave 

(Justo et al., 2016; Zakzuk, Josefina, 2012).  

Além do teste de puntura, outro método de diagnóstico é a medição sorológica da IgE específica, 

que diferente da aplicação direta do alérgeno na pele, esse teste mede a quantidade de IgE 

específica para um determinado alérgeno utilizando apenas uma amostra de soro do paciente 

alérgico, como no caso do ensaio de ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific/Phadia, Up-psala, 

Sweden) que utiliza uma fase sólida para fixar um alérgeno específico para detecção da IgE 

específica para quantificação precisa dos níveis de IgE no soro do paciente (Van Hage; Hamsten; 

Valenta, 2017).  

 

2.9 Alérgenos recombinantes 

Alérgeno é qualquer molécula capaz de gerar uma resposta IgE específica e celular mediadas por 

este anticorpo. São um grupo de moléculas que não compartilham estrutura ou mecanismo 

biológico em comum, sendo geralmente associado a alergenicidade, porém alguns alérgenos, 

devido algumas propriedade biológicas, proporcionam a sensibilização e resposta alérgica, como 

no caso dos aeroalérgenos (Zakzuk, Josefina, 2012). Os aeroalérgenos são compostos proteicos 

consideravelmente pequenos, solúveis em água, característica esta que permite a dispersão 

facilitada no muco e nas membranas basais do epitélio até os linfonodos regionais, que 

desencadeiam uma resposta imune (Fernandes, 2022; Jutel et al., 2023).  

A produção dos alérgenos na forma de proteínas recombinantes tem se mostrado uma técnica 

muito promissora para o ramo da alergologia na prática clínica, pois graças aos avanços 

tecnológicos de clonagem e sequenciamento de proteínas alergênicas, muitas destas moléculas 

agora podem ser purificadas e obtidas em quantidades significativas, algo que seria difícil de se 

obter por abordagens de fontes naturais (Dramburg et al., 2023; Zakzuk, 2012).  
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Uma boa caracterização molecular para a produção dessas proteínas é algo muito importante, 

uma vez que, é indispensável avaliar sua semelhança com a molécula natural levando em conta 

os aspectos físico-químicos, biológicos, estruturais. Além da caracterização imunológica que 

necessita de pesquisas que vão além da avaliação sorológica de IgE, é essencial a relevância 

epidemiológica em uma população específica e a reatividade cruzada com outros alérgenos, pois 

nos dão informações cruciais para sua inclusão ou não em painéis para uso diagnóstico no caso 

de medicina personalizada ou até mesmo para avaliação de biomarcadores para doenças 

específicas (Vrtala; Huber; Thomas, 2014; Zakzuk, 2012). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a soropositividade de IgE específica aos alérgenos recombinantes de B. tropicalis e D. 

pteronyssinus como possíveis marcadores para doenças alérgicas numa coorte da cidade de 

Salvador, Bahia.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Realizar a síntese dos genes codificadores dos alérgenos Blo t 41 e Der p 20 para clonagem 

em vetor de expressão bacteriano. 

2. Padronizar a expressão recombinante e purificação dos alérgenos recombinantes utilizando 

diferentes linhagens de Escherichia coli. 

3. Caracterizar molecularmente o Blo t 41. 

4. Determinar a reatividade de IgE do rBlo t 41 e rDer p 20 em soro de pacientes com doenças 

alérgicas.  

5. Associar a soropositividade aos alérgenos com sintomas e gravidade das doenças alérgicas. 
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4. CAPÍTULO 1- ARTIGO: SEROLOGICAL AND FUNCTIONAL ASSESSMENT OF 

BLO T 41 AND DER P 20 IN ALLERGIC PATIENTS 
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INTRODUCTION  

Sensitization to house dust mite allergens is an issue that, regardless of gender, age, or ethnicity, 

impacts global health, driven by direct and indirect costs involving treatment and 

hospitalizations. It is estimated that approximately 65–130 million people are allergic to house 

dust mites, with associated mortality rates worldwide primarily in low-income regions with 

limited access to health services (Cardona-Villa et al., 2022; Dey; Saha; Podder, 2019; Huang; 

Sarzsinszky; Vrtala, 2023; Luo et al., 2024, p. 41; Santos Da Silva et al., 2017; Walsemann et 

al., 2023).  

House dust mites refer to species found in household dust environments and storage mites (Luo 

et al., 2024). In tropical and subtropical countries, Blomia tropicalis and Dermatophagoides 

pteronyssinus are the two main species that coexist and play fundamental roles in sensitizing and 

worsening allergic conditions, the symptoms of which are directly correlated with levels of 

household exposure, consolidating these arthropods as relevant triggers of allergies (Zuiani; 

Custovic, 2020; Huang; Sarzsinszky; Vrtala, 2023).  

According to the World Health Organization (WHO) and the International Union of 

Immunological Societies (IUIS), responsible for the systematic classification of allergens into 

groups, to date, 35 allergens from Dermatophagoides pteronyssinus and 26 from Blomia 

tropicalis have been officially recognized. Among these, groups 1 and 2 stand out as the main 

sensitizing agents in the Americas and Europe, followed by group 23 from D. pteronyssinus 

(Wong et al., 2017; Yuriev et al., 2023b). However, these allergens are less relevant in allergic 
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responses to B. tropicalis, where proteins such as Blo t 5 and Blo t 21 emerge as the main 

allergens, demonstrating greater reactivity to IgE (Da Silva; Aglas; et al., 2020; Wong et al., 

2017, p. 5; Zakzuk, J et al., 2024). 

Notably, currently available allergen extracts have significant compositional limitations. 

Although standardized primarily for D. pteronyssinus allergens, these extracts still do not include 

all relevant components of this mite, with essential allergens present in suboptimal 

concentrations, and the complete neglect of critical allergens from B. tropicalis (Huang; 

Sarzsinszky; Vrtala, 2023; Luo et al., 2024a; Martínez et al., 2018; Santos da Silva et al., 2019; 

Yuriev et al., 2023b).  

Currently, there are few studies that attempt to associate the presence of allergens from these 

mites with the severity of allergic diseases, and there is a lack of information on the reactivity 

profiles of patients exposed to allergens that have not been molecularly characterized (Biliute et 

al., 2024, p. 23; Luo et al., 2024; Pinheiro et al., 2021; Santos Da Silva et al., 2017; Walsemann 

et al., 2023; Zakzuk, J et al., 2024).  

Among the main allergens studied from D. pteronyssinus, Der p 20, an arginine kinase, has stood 

out for its potential as a possible biomarker for allergic asthma and atopic dermatitis in allergic 

populations in Europe (Sarzsinszky et al., 2021; Walsemann et al., 2023). However, its 

sensitization profile in the Brazilian population remains poorly explored, representing a critical 

gap in epidemiological studies. At the same time, the recently identified Blo t 41—a chitin-

binding domain type 2 (CBM2) protein—emerges as a major allergen in Asian studies (Luo et 

al., 2024; Xiong et al., 2024). Despite its recognized clinical importance, evidenced by high rates 

of sensitization in allergic patients, fundamental aspects of its structure and function remain 

unclear, as does its potential applicability in diagnostics for tropical populations. 

In this context, advances in recombinant DNA technology have provided strategic alternatives to 

overcome the limitations of conventional natural extracts, enabling the selection of specific 

allergens and more detailed investigation of their structural, molecular, and immunological 

characteristics. Therefore, this study aims to further explore potential markers for allergies (rBlo 

t 41 and rDer p 20), determine which of these allergens could be potential markers of specific 

phenotypes for allergic asthma and other respiratory diseases, and perform, for the first time, the 

biochemical characterization, via chitin binding assay, of the new major allergen of B. tropicalis, 

Blo t 41.  
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METHODOLOGY 

Allergenic extracts 

The mite biomass of B.  tropicalis and D. pteronyssinus used for extract preparation was produced 

in-house by the Laboratory of Allergy and Acarology (LAA- UFBA) and stored at -20 °C. The 

biomass were weighed, solubilized in 15 mM buffered saline solution (PBS 1X), pH 7.4 with 

protease inhibitor (Thermo Fisher Scientific) and lysed by sonication (Waring Commercial, 

Torrington, Connecticut, USA). The samples were centrifuged at 13,000g for 40 minutes at 4 °C, 

after which the supernatants were collected, aliquoted, and quantified using the Bradford assay 

to determine protein concentrations,and ELISA was used to quantify the major allergen Blo t 5. 

The samples were then stored at -70°C.  

 

Synthesis and Cloning of Blo t 41 and Der p 20 Allergen Genes 

The cDNA sequences of the Blo t 41 (OQ285961.1) and Der p 20 (EU684970.1) genes approved 

by the International Union of Immunological Societies (www.allergen.org) were obtained 

through GenBank/NCBI - National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and their sequences were optimized through the Translation 

Initiation coding region designer (TISIGNER) for better expression in E. coli and cloned into a 

plasmid expression vector pET21a(+) with ampicillin resistance through specialized company 

(www.fastbio.com.br). 

 

Transformation and heterologous expression of recombinant proteins 

The pET21a(+) vectors containing the Blo t 41 and Der p 20 genes were transformed into 

competent E. coli BL21 (DE3) cells using a calcium chloride/heat shock method. After 

transformation, colonies were selected and cultured in LB medium supplemented with glycerol, 

ammonium sulfate, magnesium sulfate, and sodium phosphate buffer (1 M, pH 7.4). Protein 

expression was induced with 1 mM IPTG at different OD₆₀₀ values (0.3, 0.5, and 1.0), and 

incubated at 37 °C, 220 rpm for 2, 4, or 16 hours. 

SDS-PAGE (15% for rBlo t 41 and 12% for rDer p 20) confirmed recombinant expression, with 

optimal conditions determined as OD₆₀₀ = 0.5 and 4 h for rBlo t 41, and OD₆₀₀ = 1.0 and 2 h for 

rDer p 20. These parameters were scaled up to 1 L cultures. Cells were harvested (4,000 g, 20 

min, 4 °C), lysed in denaturing buffer (6 M urea), and disrupted by sonication. Soluble protein 

http://www.fastbio.com.br/


 
 

33 

 

fractions were collected by centrifugation (13,000 g, 40 min, 4 °C), and protein expression and 

solubility were confirmed by the presence of bands at ~13 kDa (rBlo t 41) and ~40 kDa (rDer p 

20). 

 

Purification of recombinant proteins Blo t 41 and Der p 20 

Following solubility testing, recombinant proteins were purified by anion Exchange 

chromatography using a 5 mL HiTrap Q HP column (Cytiva Marlborough, MA, USA) to obtain 

a partially purified fractions. The eluates were then dialyzed using 8 kDa cutoff membranes in 

50 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0) for rBlo t 41 and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 9.5) for 

rDer p 20. After dialysis, samples were concentrated using filters with 10 kDa and 30 kDa 

molecular weight cutoffs (Vivaspin) for rBlo t 41 and rDer p 20, respectively. Subsequently, the 

concentrated proteins were further purified by size exclusion chromatography using a 

Superdex™ 75 Increase 10/300 GL column. This purification strategy followed previously 

established protocols for non-tagged recombinant proteins (Da Silva; Aglas; et al., 2020; Da 

Silva; Huber; et al., 2020).  

Purity and molecular weights were evaluated by SDS-PAGE at 15% for rBlo t 41 and 12% for 

rDer p 20. Selected fractions containing the purified recombinant proteins were pooled, and total 

protein concentrations were quantified using the Qubit Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). 

 

Physicochemical and immunochemical characterization of recombinant proteins  

Recombinant proteins rBlo t 41 and rDer p 20 were characterized by SDS-PAGE and Western 

blot. Electrophoresis was performed under reducing conditions using 4–15% SDS-

polyacrylamide gels. Samples were denatured in 1× Laemmli buffer containing β-

mercaptoethanol, heated at 100 °C for 5 minutes, and loaded onto the gels. Gels were stained 

with Coomassie Brilliant Blue, briefly heated, incubated on a horizontal shaker, and destained 

with water to visualize protein bands. 

For immunodetection, purified proteins were transferred from SDS-PAGE (15%) to 

nitrocellulose membranes at 20 V for 40 minutes. Membranes were stained with Ponceau Red to 

confirm protein transfer, then blocked overnight at 4 °C in PBS-Tween containing 5% non-fat 

milk. After blocking, membranes were incubated for 16 hours at 4 °C with pooled human sera 

(1:5 dilution) from patients allergic to B. tropicalis and D. pteronyssinus. After washing, 

membranes were incubated with HRP-conjugated anti-human IgE antibody (1:1000) for 1 hour 
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at room temperature. Signal detection was performed using ECL substrate (Sigma-Aldrich), and 

chemiluminescence was captured with an ImageQuant LAS 500 system. 

 

In vitro structural characterization of recombinant rDer p 20 and rBlo t 41 

Stability analyses were performed using measurement parameters already standardized by the 

laboratory (Da Silva; Huber; et al., 2020; Vieira et al., 2023). For structural stability analysis, 

the purified recombinant allergens rBlo t 41 and rDer p 20 were stored in their respective buffers 

at 4 °C for 0, 3, 7, 14, and 21 days, as well as at room temperature for 0, 3, 6, 12, 24, and 48 

hours. Samples were collected at these different times for SDS-PAGE analysis, and the results 

were processed by densitometry using ImageJ Version 1.54p software. 

 

Study Population and Serum Samples 

This study analyzed sera from 83 individuals aged 18–25 years from Salvador, Brazil, including 

53 allergic (clinical history and positive SPT and sIgE to B. tropicalis and D. pteronyssinus) and 

30 non-allergic donors. Samples were obtained from the serum bank of the Allergy and 

Acarology Laboratory (UFBA), under ethical approval CAAE 45376814.0.0000.5577. 

Additionally, sera from 40 individuals adults (30 allergic, 10 non-allergic; aged 25–32 years) 

from Villavicencio, Colombia were included, collected with approval 50.100.2.249 from the 

University of Llanos. A broader Brazilian cohort from the Asthma Control Program (ProAR) was 

also included, comprising 222 allergic asthmatic patients (139 mild, 83 severe) and 77 healthy 

individuals non-allergic and controls, aged 18–73 years. All participants were from Salvador, 

with negative stool parasitology tests to avoid IgE cross-reactivity (Fitzsimmons; Falcone; 

Dunne, 2014), and ethical clearance under the ProAR project 25000.013834/2010-96.  

 

Indirect ELISA for detection of allergen-specific IgE 

Indirect ELISA was performed to assess IgE reactivity to recombinant allergens, following 

protocols adapted from Carvalho et al. (2013a). High-binding 96-well half-area microplates 

(Corning, NY, USA) were coated with 6.25 µg/mL of each recombinant allergen (in duplicate) 

in carbonate/bicarbonate buffer (pH 9.6) and incubated for 16 h at 4 °C. Extracts of B. tropicalis 

and D. pteronyssinus were included as positive controls. Plates were blocked with PBS-Tween 

0.05% supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) for 12 h at 4 °C. 
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Serum samples were diluted 1:5 in PBS-Tween containing 2.5% FBS and incubated (25 µL/well) 

for 12–18 h at 4 °C. Non-allergic individuals were used as negative controls, and the cutoff for 

IgE positivity was defined as the mean optical density (OD) of negative controls plus two 

standard deviations. 

After incubation, wells received 25 µL of HRP-conjugated anti-human IgE (1:1000) and were 

incubated for 1 hour. Detection was performed using 25 µL/well of citrate phosphate buffer with 

TMB (0.1 mg/mL) and 30% hydrogen peroxide. Plates were incubated in the dark at room 

temperature, and the reaction was stopped with sulfuric acid (H₂SO₄). Absorbance was measured 

at 450 nm using a Multiskan Go microplate reader (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). 

 

Evaluation of the biological activity of Blo t 41 throught chitin biding assay  

The chitin binding assay was performed to evaluate the biological activity of recombinant Blo t 

41 following the manufacturer’s protocol. Briefly, 338 µg of rBlo t 41 were incubated with 100 

µL of chitin beads on an orbital shaker for 1 hour at 4 °C. The unbound fraction was removed 

using a magnetic rack, and the beads were washed three times with buffer containing 20 mM 

Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 0.05% Tween 20 (pH 8.0). 

Subsequently, bound proteins were eluted with 100 µL of elution buffer by overnight incubation 

at 4°C under gentle agitation. After separation of the beads, the supernatant containing the eluted 

protein was mixed with Laemmli buffer and analyzed by 15% SDS-PAGE. 

 

Statistical analysis 

Differences in sensitization patterns (Based on ImmunoCAP results), clinical symptoms and 

disease severity were compared between patients positive and negative for recombinant allergens 

rBlo t 41 and rDer p 20. Correlation between specific IgE levels to recombinant allergens and 

corresponding mite extracts (B. tropicalis and D. pteronyssinus), were assessed using non-

parametric Spearman correlation test. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 

8.0.1 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), and results were considered statistically 

significant at  p < 0.05. 
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RESULTS 

Cohort study ProAR Project  

222 asthmatic patients were recruited for research, in addition to the SPT, the allergy was 

confirmed through the ImmunoCAP test with the kits D201 - Blomia tropicalis and D1 - 

Dermatophagoides pteronyssinus, to define positivity, the cutoff point suggested by the 

manufacturer, 0.35, was used. For a complete epidemiological description of the cohort of 

individuals belonging to the project “Fatores de risco, biomarcadores e endofenotipos da asma 

grave (2012-2015) ("Caso-controle")”, of the Asthma and Allergic Rhinitis Control Program in 

Bahia (ProAR) were included in an epidemiological table (Table 1). 

 

Table 1. Clinical characteristics of the study cohort 

 

 

c,d – According to GINA criteria  

Male -N (%)

Female -N (%)

Age (years) - median (IQ range)
c

< 0,0001

Total IgE - median (IQ range)
c

1

Positive SPT 
e _ 

N (%) < 0,0001

Rhinitis diagnosis - N (%)

Blood eosinophil count cells/mm
3
 -median (IQ range)

c
1

Blood eosinophil > 260 cells/mm
3
 - N (%)

FEV1 percent of predicted value post-BD - median (IQ range)
c

1

FVC percent of predicted value post-BD - median (IQ range)c 1

FVE1/FVC post-BD - median (IQ range)c 0,04

Age of asthma onset - median (IQ range)c < 0,0001

Use of > 880 μg of inhaled Fluticasone/day – N (%)

Use of inhaled Beta-2 agonists/day – N (%)

Exacerbation/year (one or more times)

Hospitalization/year (one or more times)

Uncontrolled asthma 
D 

– N (%) < 0,0001

Use of > 880 μg of Fluticasone/day – N (%)

Use of > 880 μg of Beclometasona/day – N (%)

Use of > 880 μg of Formoterol/day – N (%) < 0,0001

Use of > 880 μg of Salmeterol/day – N (%)

Use of > 880 μg of Mometasona/day – N (%)

Use of > 880 μg of Ciclesonida/day – N (%)

2 (2,4)

p 

138 (99)

309 / 2301 (36 - 2467)

22 (27)

87 (62)

1 (0,7)

74 (89)

21 (25)

28 (33)

57 (69)

6 / 1,36 (19 - 40)

 25 (30)

75 (90)

 1 / 0,275 (0 - 12)

 0 / 0,048 ( 0 - 1)

5 /1.32 (1-81)

72% (33 - 106,11)

86% (56 - 115,97)

0,84%/0,008 (0,053-1) 0,65% / 0,01168 (0,43 - 0,99)

84 (60)

86% (51,15 - 120,99)

88% (52,87 - 119,47)

256 / 32,7 (49 - 1518)

Variables Mild Asthma ( n = 139) Severe Asthma ( n = 83)

42 (30) 17 (20)

97 (70) 66 (80)

31/0,952 (18-73) 45/1,360 (19 - 70)

395,78 / 59,14 (16,21-3000) 416 / 77,37 (32 - 3000)

81 (98)

129 (93) 80 (96)
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Characterization of heterologous expression and purification of rBlo t 41 and rDer p 20 

proteins 

The heterologous expression of the recombinant proteins rBlo t 41 and rDer p 20 in E. coli BL21 

(DE3) was confirmed by SDS-PAGE, with protein bands corresponding to their predicted 

molecular weights approximately 13 kDa for rBlo t 41 and 40 kDa for rDer p 20. 

As shown in Figure 1A, the optimal expression condition for rBlo t 41 was observed at OD₆₀₀ = 

0.5 with 4 hours of induction, where the intensity of the corresponding band was highest. The 

solubility assay, confirming that rBlo t 41 was predominantly recovered in the insoluble fraction 

(Figure 1A well 5). The chromatogram of anion exchange chromatography (Figure 1B) and the 

final purified protein (Figure 1E) confirming the presence of a single band at ~13 kDa. 

For rDer p 20, the best expression was obtained at OD₆₀₀ = 1.0 with 2 hours of induction, (Figure 

2A). Solubility analysis indicated that the recombinant protein was recoverable under denaturing 

conditions (Figure 2A well 5). The anion exchange chromatogram (Figure 2B) and purified 

protein fraction (Figure 2D well 3) confirmed the successful purification of rDer p 20, with a 

major band at ~40 kDa. 

These optimized conditions were subsequently used for large-scale expression and purification 

of both recombinant allergens using the E. coli BL21 (DE3) system. 
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Figure 1. Expression, purification and immunodetection of Blo t 41. (A): Transformation into E. 

coli heterologous expression: 1 – MW molecular weight standard. 2 – Before IPTG induction, 3 

– 4h of expression. 4 – Soluble proteins 5 - Insoluble proteins. (B) Chromatogram of anion 

exchange purification (C) Purification of the recombinant protein. 1 – MW molecular weight 

standard, 2 – Blo t 41 before purification, 3-5 – Flow throught rBlo t 41. (D) Result of 

concentration on the Vivaspin cytiva 10,000MWCO column of Blo t 41. 1 – MW molecular 

weight standard. 2 – Fraction 1 of Blo t 41 concentrate. 3 – Fraction 2 of Blo t 41 concentrate. 4 

– Fraction 3 of Blo t 41 concentrate. 5 – Fraction 4 of Blo t 41 concentrate. 6 – Fraction 5 of Blo 

t 41 concentrate. 7 – Fraction 6 of Blo t 41 concentrate. (E) Size exclusion purification of Blo t 

41. 1 – MW molecular weight standard. 2 – Fraction 1. 3 – Fraction 2. 4 – Fraction 3. 5 – Fraction 

4. 6 – Fraction 5. 7 – Fraction 6. (F) Ponceau red stained membrane to confirm transfer of extract 

(B. tropicalis) and recombinant allergen (Blo t 41). 1- MW. 2 – B. tropicalis extract 1. 3- rBlo t 

41. (G): Western Blot - Nitrocellulose membrane labeled with anti-IgE antibodies conjugated 

with horseradish peroxidase (HRP) enzyme confirming the extract and Blo t 41. 

Table 2 - Conditions selected for standardization of the expression of recombinants Blo t 41 

and Der p 20. 

Recombinant 

protein 

E. coli 

expression 

strain 

Culture 

medium 

OD600nm Expression 

time 

Temperature IPTG 

concentration 

Antibiotic 

Concentration 

rBlo t 41 BL21 

(DE3) 

*LBS 0.5 4 hours 37 ºC 1 mM Ampicillin 

1mg/ml 

rDer p 20 BL21 

(DE3) 

*LBS 1.0 2 hours 37 ºC 1 mM Ampicillin 

1mg/ml 

*LBS: Peptone, yeast extract, glycerol, (NH4)2SO4, Mg2SO4, NaP (pH 7.4), NaCl 

Source: Prepared by the author. 
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Figure 2. Expression, purification and immunodetection of Der p 20. (A): Transformation into 

E. coli heterologous expression: 1 – MW molecular weight standard. 2 – Before IPTG induction, 

3 – 2h of expression. 4 - Solubility test of the protein. 5 - Insoluble fraction of the protein extract 

in denaturing buffer TrisHCl + Urea. (B) Chromatogram of anion exchange purification (C) 

Purification of the recombinant protein. 1 – MW molecular weight standard. 2 – Der p 20 before 

purification. 3 – Flow throught (FT). 4 – Wash. 5-10 – Purified fractions. (D) Result of 

concentration on the Vivaspin cytiva 30,000MWCO column of Der p 20. 1 – MW molecular 

weight standard. 2 – Fraction of Der p 20 before dialysis. 3 – Fraction of Der p 20 after dialysis. 

(E) Ponceau red stained membrane to confirm transfer of extract (D. pteronyssinus) and 

recombinant allergen (Der p 20). 1- MW. 2 – D. pteronyssinus extract 1. 3- rDer p 20. (F): Western 

Blot - Nitrocellulose membrane labeled with anti-IgE antibodies conjugated with horseradish 

peroxidase (HRP) enzyme confirming the extract and Der p 20. 

 

 

Expression, Purification, and Immunodetection of Recombinant Allergens rBlo t 41 and 

rDer p 20 

The recombinant allergens rBlo t 41 and rDer p 20 were successfully expressed and subjected to 

purification and characterization processes to assess their purity, stability, and IgE reactivity. 
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During purification, SDS-PAGE (15%) analysis revealed that rBlo t 41 bound weakly to the ion-

exchange chromatography column, with most of the protein detected in the flow-through (FT) 

and its peaks, along with some impurities, and not in the purified fractions (2–5) (Figure 1C). To 

improve purity, a second step using size exclusion chromatography (SEC) was employed. Before 

SEC, a concentration step was carried out using centrifugation columns, during which impurities 

with molecular weights above and below the expected 13 kDa were detected (Figure 1D). SEC 

proved effective in isolating the protein, and pure fractions of rBlo t 41 were obtained in fractions 

4, 5, and 6 (Figure 1E). 

For rDer p 20, strong binding to the ion-exchange column was observed, with the recombinant 

present in fractions 6 to 8 (Figure 2C). To remove urea from the protein, a dialysis step was 

required before further purification. Following overnight dialysis, the sample was analyzed on 

12% SDS-PAGE, confirming that bacterial proteins had been effectively removed and yielding a 

purified sample of Der p 20 without the need for SEC (Figure 2D, well 3). 

The final concentrations of the purified recombinant allergens were 668 µg/mL for rBlo t 41 (35 

mL total volume, yield of 23.4 mg/L) and 447 µg/mL for rDer p 20 (10 mL total volume, yield 

of 4.5 mg/L). 

To evaluate protein stability, both allergens were stored under physiological conditions at 4°C 

and at room temperature. rDer p 20 remained stable at 4°C with no visible degradation (Figure 

3A) and retained stability for up to 48 hours at room temperature (Figure 3C). In contrast, rBlo t 

41 began to degrade progressively from day 7 and was completely degraded by day 21 at 4°C 

(Figure 3B). At room temperature, it was stable for 24 hours, but degradation began at 48 hours 

(Figure 3D). Densitometric analysis confirmed these observations: at 4°C, rBlo t 41 showed 

precipitation starting on day 7 (Figure 3E), while at room temperature, both proteins remained 

stable for 24 hours, with rBlo t 41 showing loss of stability after 48 hours (Figure 3F). 

To confirm the presence and IgE reactivity of the recombinants, Western blotting was performed 

using pooled sera from 16 asthmatic patients allergic to Blomia tropicalis (n = 8) and 

Dermatophagoides pteronyssinus (n = 8). Ponceau red staining confirmed the transfer of both the 

mite extracts and recombinant proteins to the membranes (Figures 1F and 2E), with visible bands 

corresponding to rBlo t 41 (13 kDa) and rDer p 20 (40 kDa) in well 3 of each figure. Subsequent 

development of the membranes using chemiluminescence (ECL) confirmed the IgE reactivity of 

both recombinant allergens (Figures 1G and 2F). 
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These findings demonstrate that both rBlo t 41 and rDer p 20 were successfully expressed, 

purified, and are immunologically active, with rDer p 20 showing greater thermal stability 

compared to the more labile rBlo t 41. 

  

 

                                       

Figure 3. In vitro structural analysis of recombinants rDer p 20 and rBlo t 41. (A): 12% SDS-

PAGE for stability of rDer p 20 at 4 °C, during the periods shown in the figure. (B): 15% SDS-

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 
(F) 



 
 

42 

 

PAGE for stability of rBlo t 41 at 4 °C, during the periods shown in the figure. (C) 12% SDS-

PAGE for stability of rDer p 20 at room temperature, during the periods shown in the figure. (D) 

15% SDS-PAGE for stability of rBlo t 41 at room temperature, during the periods shown in the 

figure. (E) Densitometry of degradation of recombinant proteins at room temperature, during the 

periods shown in the figure. (F) Densitometry of degradation of recombinant proteins at 4°C, 

during the periods shown in the figure. 

 

Chitin bead binding assay 

A chitin affinity assay was performed with Blo t 41 to confirm the prediction of the biological 

activity of the allergen. An assay to analyse the chitin affinity was performed with a commercial 

kit where it was possible to observe that, Blo t 41 bound to chitin, confirming its possible 

biochemical function as a possible chitin domain protein (Figure 4). 

 

Figure 4. Chitin binding assay for molecular characterization of Blo t 41 in SDS-PAGE (15%). 

1- MW. 2 – Blo t 41 not binding. 3– Blo t 41 bound to chitin. 

 

Indirect ELISA for measuring sIgE in serum of mild and severe allergic asthmatic patients 

in a ProAR cohort 

The study assessed the IgE reactivity to recombinant allergens rBlo t 41 and rDer p 20 in two 

distinct cohorts: individuals with allergic symptoms and patients with mild or severe allergic 

asthma. A total of 275 serum samples were analyzed 53 from individuals with allergic symptoms, 

sourced from the serum bank of the Allergy and Acarology Laboratory (UFBA), and 222 from 
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adult patients participating in the “Case-Control” cohort of the ProAR Foundation, including 139 

with mild allergic asthma and 83 with severe allergic asthma. 

The analysis revealed differences in sensitization patterns across groups, suggesting a potential 

association between allergen reactivity and specific allergic phenotypes. Among individuals with 

allergic symptoms, sensitization frequencies were 59% for rBlo t 41 and 37% for rDer p 20 

(Figure 5A), using respective ELISA cut-offs of 0.05 and 0.07. The cut-off values for the 

corresponding mite extracts were 0.13 for B. tropicalis and 0.16 for D. pteronyssinus. 

In the allergic asthma group, IgE reactivity was lower, with 18% of patients reacting to rBlo t 41 

and 12% to rDer p 20 (Figure 5B). For this group, the ELISA cut-offs were 0.04 for rBlo t 41 and 

0.05 for rDer p 20, and 0.18 and 0.13 for the B. tropicalis and D. pteronyssinus extracts, 

respectively. 

When stratifying the asthmatic patients by severity, those with mild asthma exhibited 

sensitization rates of 20% for rBlo t 41 and 10% for rDer p 20 (Figure 5C). In the severe asthma 

group, both allergens had a sensitization frequency of 15% (Figure 5D). The same cut-off values 

applied to both asthma subgroups. 

In a geographic comparison of sensitization profiles to recombinant allergens, Brazilian patients 

exhibited IgE reactivity rates of 18% for rBlo t 41 and 12% for rDer p 20, based on cut-offs of 

0.04 and 0.05, respectively. In contrast, among Colombian patients with allergic symptoms to 

house dust mites, rBlo t 41 showed a slightly higher sensitization frequency of 19% detected in 

only 3 individuals while rDer p 20 presented a notably lower rate of 5%, with just one individual 

sensitized. For this population, the cut-off values were 0.06 for rBlo t 41 and 0.03 for rDer p 20; 

extract cut-offs were 0.06 for B. tropicalis and 0.07 for D. pteronyssinus. These data suggest that 

while sensitization to rBlo t 41 remains consistent between regions, reactivity to rDer p 20 may 

vary significantly across geographic contexts (Figure 5E). 
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Figure 5. Sensitization frequencies to rBlo t 41 and rDer p 20 in serum samples from allergic 

individuals analyzed by indirect ELISA. 

(A) Individuals with allergic symptoms (n = 53): rBlo t 41 – 59%; rDer p 20 – 37%; cut-offs: 

0.05 (Blo t 41), 0.07 (Der p 20); extracts: 0.13 (B. tropicalis), 0.16 (D. pteronyssinus). (B) 

Allergic asthmatics (n = 222): rBlo t 41 – 18%; rDer p 20 – 12%; cut-offs: 0.04 (Blo t 41), 0.05 

(Der p 20); extracts: 0.18 (B. tropicalis), 0.13 (D. pteronyssinus). (C) Mild asthma (n = 139): 

rBlo t 41 – 20%; rDer p 20 – 10%. 

(D) Severe asthma (n = 83): rBlo t 41 – 15%; rDer p 20 – 15%; same cut-offs as in (B). 

(E) Country comparison: Brazil (n = 222): rBlo t 41 – 18%, rDer p 20 – 12%, cut-offs: 0.04 (Blo 

t 41), 0.05 (Der p 20); Colombia (n = 28): rBlo t 41 – 19%, rDer p 20 – 5%, cut-offs: 0.06 (Blo t 

41), 0.03 (Der p 20); extracts: 0.06 (B. tropicalis), 0.07 (D. pteronyssinus). 

 

In the correlation analysis between recombinant allergens and their corresponding mite extracts, 

different patterns were observed across clinical groups. Among donors with allergic symptoms, 

the correlation between specific IgE levels for rBlo t 41 and the B. tropicalis extract was weak 

and not statistically significant (r = –0.1367; p > 0.05) (Figure 6A). Similarly, rDer p 20 showed 
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a weak and non-significant negative correlation with the D. pteronyssinus extract (r = –0.1938; 

p > 0.05) (Figure 6B). 

In the mild allergic asthma group, the correlation between rBlo t 41 and B. tropicalis extract was 

moderate but still not significant (r = 0.3298; p > 0.05) (Figure 6C), whereas rDer p 20 showed 

a strong and statistically significant positive correlation with D. pteronyssinus extract (r = 0.7161; 

p = 0.0113) (Figure 6D). 

In patients with severe allergic asthma, both allergens exhibited weak and non-significant 

correlations with their respective extracts. rBlo t 41 had a correlation of r = 0.1510 with B. 

tropicalis extract (Figure 6E), while rDer p 20 showed a very weak correlation (r = 0.1155) with 

D. pteronyssinus extract (Figure 6F). 

These findings suggest that the recombinant Der p 20 allergen may be more strongly associated 

with the extract response in mild asthmatics, while the response to rBlo t 41 appears more 

variable and less dependent on extract-based sensitization patterns across groups. 
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Figure 6. Spearman’s correlation between serum IgE reactivity to recombinant allergens and 

their corresponding mite extracts. (A) Donors with allergic symptoms: correlation between rBlo 

t 41 and B. tropicalis extract (r = –0.1367; ns; n = 31). (B) Same group: correlation between rDer 

p 20 and D. pteronyssinus extract (r = –0.1938; ns; n = 17). (C) Mild allergic asthma: correlation 

between rBlo t 41 and B. tropicalis extract (r = 0.3298; ns; n = 25). (D) Mild allergic asthma: 

correlation between rDer p 20 and D. pteronyssinus extract (r = 0.7161; p = 0.0113; n = 12). (E) 

Severe allergic asthma: correlation between rBlo t 41 and B. tropicalis extract (r = 0.1510; ns; n 

= 11). (F) Severe allergic asthma: correlation between rDer p 20 and D. pteronyssinus extract (r 

= 0.1155; ns; n = 10). Dashed lines indicate ELISA cut-off values: 0.05 for rBlo t 41, 0.07 or 0.05 
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for rDer p 20, and 0.13 or 0.18 for B. tropicalis extract, 0.16 or 0.13 for D. pteronyssinus extract, 

depending on the group. 

 

DISCUSSION  

The structural and immunological characterization of allergens is essential for improving 

diagnostic approaches and identifying potential biomarkers of allergic disease severity. In this 

study, we investigated two recombinant allergens not yet included in commercial panels rBlo t 

41 and rDer p 20 produced via heterologous expression in E. coli. These proteins were evaluated 

for IgE binding in sera from individuals with allergic symptoms and from patients with mild and 

severe allergic asthma. 

Conventional purification of natural allergens is complex and limited by technical constraints 

such as low yield and the need for monoclonal antibodies (Dramburg et al., 2023; Kim et al., 

2021; Vieira et al., 2023; Zakzuk, 2012). Recombinant allergens offer a practical alternative, 

allowing consistent production, functional assessment, and IgE reactivity studies under 

controlled conditions (Dall’Antonia et al., 2014; Dramburg et al., 2023; Hubert et al., 2023; 

Vieira et al., 2023; Yi et al., 2004). This approach has already proven effective for B. tropicalis 

allergens such as Blo t 5 and Blo t 21 (Carvalho et al., 2013; Da Silva; Huber; et al., 2020, p. 20; 

Santos da Silva et al., 2019; Vieira et al., 2023). 

Here, rDer p 20 a panallergen and the newly described rBlo t 41 were successfully expressed and 

purified. We confirmed the IgE reactivity of both and, for the first time, characterized the chitin-

binding activity of Blo t 41 (Luo et al., 2024; Sarzsinszky et al., 2021). Der p 20 showed high 

thermal stability at 4 °C and room temperature, a desirable feature for maintaining allergenic 

structure and function (Cabrera et al., 2020; Da Silva; Huber; et al., 2020; Vieira et al., 2023). 

This is consistent with previous findings showing greater structural stability among D. 

pteronyssinus allergens (Foo; Mueller, 2021; Ogburn et al., 2017). In contrast, rBlo t 41 was 

sensitive to cold but remained stable at room temperature for 48 hours an important property for 

diagnostic applications. This performance was superior to earlier studies with unstable 

recombinant Blo t 5 variants (Da Silva; Huber; et al., 2020, p. 20; Luo et al., 2024; Ogburn et 

al., 2017).  

Structurally, Blo t 41 shares a chitin-binding domain similar to Der p 23, another clinically 

relevant allergen in children (Forchert et al., 2022; Xiong et al., 2024). Our data confirmed Blo 

t 41’s chitin-binding activity, supporting its classification and highlighting its likely role in 
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allergen-induced immune responses (Bueno-Díaz et al., 2021; Caraballo et al., 2020b; Zakzuk et 

al., 2014).Proper folding is critical for allergen function, especially for preserving conformational 

IgE epitopes (Alvarez, 2017). The use of E. coli expression systems, when optimized, maintains 

relevant structural features essential for immune recognition. 

Regarding IgE reactivity, rBlo t 41 showed high sensitization frequency in individuals with 

allergic symptoms (59%), consistent with findings from Luo et al. (2024), but was less reactive 

in allergic asthmatics (18%), particularly among severe cases (15%). This suggests its greater 

relevance in allergic rhinitis than asthma (Huang; Sarzsinszky; Vrtala, 2023; Santos da Silva et 

al., 2019; Thomas, 2015; Walsemann et al., 2023). Der p 20 also showed limited reactivity 37% 

in allergic individuals and only 12% in asthmatics contrary to reports supporting its use as a 

biomarker for asthma and dermatitis (Sarzsinszky et al., 2021; Walsemann et al., 2023). 

Differences in population characteristics, clinical profiles, and even protein folding may explain 

this divergence (Alvarez, 2017; Foo; Mueller, 2021).  

Other D. pteronyssinus allergens, such as Der p 5 and Der p 21, have shown similar patterns: 

considered minor in Europe but highly reactive in tropical regions like Brazil (Curin et al., 2018; 

Santos et al., 2022). The reduced IgE response to rBlo t 41 and rDer p 20 in asthmatic patients 

may also be influenced by age or treatment. Sensitization typically increases until age 18, and 

corticosteroid therapy common among severe asthmatics can suppress IgE production by 

inhibiting Th2 cytokines (IL-4, IL-5, IL-13), impairing B cell class switching (Barnes, 2001; 

Scola et al., 2009). 

Correlation analysis further supports these observations. Der p 20 showed a significant 

correlation with D. pteronyssinus extract in mild asthmatics, suggesting its presence in natural 

exposure environments. No such pattern was observed for rBlo t 41, indicating it may not be a 

dominant component of B. tropicalis extracts or may be masked by co-sensitization (Alvarez, 

2017; Foo; Mueller, 2021).  

Geographic differences also emerged: Colombian patients exhibited lower reactivity to Der p 20 

(5%) and similar levels for Blo t 41 (19%) compared to Brazilians. These findings reflect 

environmental and genetic factors influencing exposure and sensitization (Acevedo; Zakzuk; 

Caraballo, 2019; Bønnelykke et al., 2015; Vieira et al., 2023). Altogether, these data reinforce 

the idea that allergen classification into “major” and “minor” is overly simplistic. Even allergens 

with low prevalence may be clinically significant for specific populations of individuals with 
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allergic symptoms and should be considered in molecular diagnostics and therapeutic strategies 

(Caraballo et al., 2021; Dramburg et al., 2023; Vieira et al., 2023).  

 

CONCLUSION 

In this study, we performed for the first time in details the biochemical characterization assay of 

the Blo t 41 allergen, as well as the IgE binding to evaluate this allergen together with Der p 20. 

The results suggest a clinical relevance of sensitization to the new major allergen of B. tropicalis, 

Blo t 41 in patients with allergic symptoms and the significant correlation of IgE levels of the 

allergen Der p 20 with the extract of sensitized mild allergic asthma  individuals, reinforcing the 

clinical relevance of these allergens as favorable and promising for the diagnosis of house dust 

mite allergies, by establishing a comprehensive profile with these new allergens.  
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CONCLUSÃO  

Neste estudo, conseguimos entender o papel de dois novos alérgenos recombinantes dos ácaros 

Blomia tropicalis e Dermatophagoides pteronyssinus como possíveis marcadores de gravidade 

para doenças alérgicas e abrindo caminhos para novas perspectivas no diagnóstico de alergias. 

Mostrando também, pela primeira vez por nosso grupo de pesquisa, o papel do Blo t 41 como 

uma proteína ligante de quitina, através do ensaio de confirmação da caracterização bioquímica 

deste alérgeno desde sua recente identificação pela IUIS que não havia sido explorada, sendo um 

importante marco para a exploração de seu potencial alergênico.  

Constatamos que Blo t 41 e Der p 20 foram expressos, purificados, caracterizados e suas 

reatividades de IgE testadas com sucesso em diferentes populações alérgicas tanto com sintomas 

alérgicos assim como em grupos asmáticos.  O novo maior alérgeno do B. tropicalis, o Blo t 4 e 

Der p 20 apresentaram resultados interessantes sobre sua capacidade de ligação a IgE em 

diferentes populações. Nos ensaios de estabilidade da molécula ambos os alérgenos mostraram-

se estáveis termicamente, reforçando um refolding bem-sucedido. Por fim, esses resultados 

confirmaram a importância do alérgeno Blo t 41 na sensibilização ao ácaro Blomia tropicalis, 

através alta frequência em pacientes com sintomas alérgicos, e do Der p 20, com uma forte 

correlação da sua presença com a positividade dos extratos envolvendo o ácaro 

Dermatophagoides pteronyssinus em pacientes asmáticos alérgicos de leve gravidade.  

Além disso, mais informações sobre a metodologia e resultados mais detalhados que não 

entraram para o artigo estão anexados junto a dissertação na forma de Dados suplementares.  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Metodologia 

Indivíduos e soros 

No presente estudo, foi realizado um ensaio utilizando 83 soros de indivíduos residentes em 

Salvador, BA, Brasil, com idade entre 18-25 anos, ambos os sexos, sendo 53 de doares alérgicos, 

com alergia definida da seguinte forma: história clínica de doença alérgica, teste cutâneo (SPT) 

positivo para D. pteronyssinus e B. tropicalis e 30 não alérgicos e que não apresentassem nenhum 

sintoma alérgico ao longo dos anos. Os soros eram pertencentes ao banco de soros do Laboratório 

de Alergia e Acarologia para o Elisa Indireto cuja coleta foi realizada mediante diretrizes do 

comitê de ética, sob parecer aprovado pela Faculdade de Medicina da UFBA, parecer 

CAAE45376814.0.0000.5577.  

Para os soros da Colômbia, foram usados 30 indivíduos adultos de 25 a 32 anos de Villavicencio, 

incluídos como alérgicos e 10 não alérgicos. O comitê de ética do Conselho Geral de 

Investigações da Universidade de Llanos, Colômbia, aprovou os procedimentos experimentais 

de coleta de sangue, sob a aprovação de 50.100.2.249.  

Como parte do projeto, também foram incluídos um banco com 299 indivíduos pertencentes ao 

projeto “Fatores de risco, biomarcadores e endofenotipos da asma grave (2012-2015) ("Caso-

controle")”, em especial, um coorte brasileira pertencentes ao Programa de Controle da Asma 

(ProAR), com objetivo principal de prestar atendimento médico integral a esses pacientes 

(Fernandes et al, 2014). Desse banco de dados, foram incluídos 222 pacientes asmáticos alérgicos 

aos ácaros, sendo 139 pacientes com asma alérgica leve e 83 pacientes com asma alérgica grave, 

ambos alérgicos aos ácaros da poeira doméstica, com idade 18-73 anos, ambos os sexos, com 

exames parasitológicos negativos e residentes em Salvador, BA, Brasil, além da inclusão de 77 

controles negativos, indivíduos sadios, sem comorbidades, exames parasitológicos negativos e 

não alérgicos, com SPT negativo. Os documentos foram arquivados no respectivo laboratório ou 

organização responsável de cada país. 

Expressão heteróloga dos alérgenos do Blo t 41 e Der p 20 em E.coli  e teste de solubilidade 

Para a padronização da expressão heteróloga das proteínas recombinantes seguiu os parâmetros 

similares aos de trabalhos anteriormente publicados (Sarzsinszky et al., 2021; Walsemann et al., 

2023; Xiong et al., 2024). Após confirmação da transformação da linhagem bacteriana, foram 
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selecionadas ao menos 3 colônias para dar início a expressão proteica, com a sua inoculação das 

colônias em 5 mL de meio LB suplementado com glicerol, sulfato de amônio ((NH4)2SO4), 

sulfato de magnésio(MgSO₄) e tampão fosfato (1M de fosfato de sódio, pH 7.4)  (Sarzsinszky et 

al., 2021) e indução da expressão através da adição de 1 Mm de Isopropil-b- D- 

tiogalactopiranósido (IPTG) quando a OD600nm atingiu 0,3, 0,5 e 1,0. O tempo de expressão foi 

delimitado entre 2, 4 e 16 horas, sob agitação de 220 rpm, a 37ºC (Sarzsinszky et al., 2021).  

Alíquotas foram coletadas durante os tempos de 0 horas (antes da indução por IPTG), 2, 4 e 16 

horas para posterior confirmação expressão dos recombinantes por eletroforese em gel de 

poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) a 15% (Blo t 41) e 12% (Der 

p 20). Após expressão, foi definido que a melhor densidade ótica de OD600 nm para o rBlo t 23 

foi de 0.5 com o tempo de expressão de 4 horas, já para o rDer p 20 uma expressão de 2 horas 

com a OD600nm de 1.0. Após confirmação da expressão em pequena escala, uma nova expressão 

no volume de 1L foi realizado para ambos os recombinantes.  

Após expressão, o volume total do cultivo foi centrifugado a 4000 g, 20 minutos, a 4ºC, para a 

deposição do sedimento bacteriano, que foi ressuspendido primeiramente em tampão de lise não 

desnaturante 50 mM NaP, 6M de Ureia, pH 8 e em seguida em tampão desnaturante 50 mM NaP, 

6M de Ureia, pH 8 e 50 mM TrisHCl, pH 9.5 e 50 mM TrisHCl, 6M de Ureia, pH 9.5 para o rBlo 

t 41 e rDer p 20, respectivamente. Uma proporção de 50 ml de tampão para cada grama de pellet 

foi utilizada para esta etapa. Este ressuspendido passou, em seguida, por lise celular através de 

sonicação, utilizando uma frequência de 35Hz. A sonicação foi realizada em banho de gelo e 8 

ciclos de 20 segundos de sonicação e 20 segundos de descanso para o rBlo t 23. Já para o rDer p 

20, a sonicação foi realizada com 4 ciclos de 30 segundos de sonicação e 30 segundos de descanso 

no gelo. O lisado foi centrifugado a 13000 g, 40 minutos, a 4ºC e o sobrenadante armazenado.  

A avaliação da solubilidade dos alérgenos recombinantes também foi realizada por meio de SDS-

PAGE a 15% e 12%. A presença dos alérgenos recombinantes foi corroborada pela formação de 

bandas nas posições equivalentes aos pesos moleculares teóricos de 13 e 40 kDa para rBlo t 41 e 

rDer p 20, respectivamente. 

Caracterização físico-química das proteínas recombinantes Blo t 41 e Der p 20 

Western blot  

Amostras puras de rBlo t 41 e rDer p 20 foram previamente dosadas e analisadas por SDS-PAGE 

a 15%. Um segundo gel foi utilizado para a transferência das proteínas para uma membrana de 
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nitrocelulose por 40 min a 20V. Para confirmar transferência, a membrana foi corada em solução 

de Red Ponceau durante 5 minutos, e logo em seguida incubada em solução de bloqueio PBS 

Tween Leite overnight à 4 ºC. Após bloqueio, a membrana foi lavada em 3 ciclos de 3 minutos 

em PBS-Tween, onde adicionou-se um pool de soros (1:5) de pacientes alérgicos aos ácaros B. 

tropicalis e D. pteronyssinus por 16 horas, 4 ºC. Finalizado tempo de incubação dos soros, foram 

realizados mais 3 ciclos de lavagens e então adicionados para incubação o anticorpo secundário 

IgG anti-IgE humano conjugado com HRP (1:1000) por 1 hora. Ao final, foram feitos mais 3 

ciclos de lavagem e a membrana de celulose foi relevada em 30 segundos com reagente ECL 

(Sigma-Aldrich). A reação de foi detectada em fotodocumentor (Imagequant Las 500). 

Análise de bioinformática comparativa do domínio de quitina conservado em ácaros da 

poeira doméstica  

PROSITE foi utilizado para predição dos domínios conservados de ligação à quitina nos 

alérgenos de Blomia tropicalis e Dermatophagoides pteronyssinus. Após predição, as sequencias 

foram alinhadas utilizando o Clustal Omega e visualizadas utilizando o software Jalview v. 

2.11.4.0.  

 

Resultados 

Avaliação da cadeia conservada de quitina do Blo t 41 com alérgenos homólogos do 

B.tropicalis e D. pteronyssinus por alinhamento das sequências de aminoácidos 

 

A Figura 1 mostra o alinhamento das sequencias de aminoácidos do alérgeno recombinando Blo 

t 41 que através da predição por alinhamento, possui um domínio de quitina conservado do tipo 

2 (CBD-II), presente em alérgenos homólogos do Blomia tropicalis (Blo t 12, Blo t 18, Blo t 37) 

e D. pteronyssinus (Der p 15, Der p 18, Der p 23 e Der p 37).  

 

Figura 7. Alinhamento das sequencias de aminoácidos ligantes de quitina. Sequências de 

aminoácidos da proteína Blo t 41 (Acesso do GenBank número OQ285961.1), Blo t 12 (Acesso 
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do GenBank número U27479.1), Blo t 18 (Acesso do GenBank número OQ285956.1), Blo t 37 

(Acesso do GenBank número OQ285982.1), Der p 15 (Acesso do GenBank número 

DQ078741.1), Der p 18 (Acesso do GenBank número DQ078739.1), Der p 23 (Acesso do 

GenBank número EU414751.1), Der p 37 (Acesso do GenBank número MG520330.1). Os 

aminoácidos idênticos foram destacados com marcação lilás para indicar o domínio predito de 

ligação à quitina tipo 2.  

 

Curva de concentração para os recombinantes: Blo t 41 e Der p 20 

Antes da realização dos ensaios imunoenzimáticos, foi realizado um ensaio para determinar qual 

seria a melhor concentração de reatividade dos alérgenos, e como mostrado na Figura 14, a 

concentração ótima para ambos os recombinantes foi 25 μg/ml e a subótima 6,25 μg/ml.  

  

       

Figura 8. Curva de concentração ótima e subótima dos alérgenos recombinante Blo t 41 e Der p 

20. (A) Curva de concentração do Blo t 41. (B) Curva de concentrado do Der p 20.  
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