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Alergia

Reaccao patologica no contacto com substancias do
meio ambiente que nao provocam doenca nos
individuos normais.

Clemens Von Pirquet, 1906
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Tendéncia de base genética, frequentemente hereditaria, para
produzir IgE com especificidade para diversos antigénios
(alergénios) ambientais, resultando numa frequéncia acrescida
de hipersensibilidade de tipo |.

Thompson, 1995

Tendéncia individual ou familiar para produzir IgE em resposta a
doses baixas de alergénios, normalmente proteinas, e
desenvolver sintomas tipicos como asma, rinoconjuntivite ou
eczema/dermatite.

Johansson et al. - EAACI, 2001




Sensibilizacao

Producao de Igk apods contacto com niveis
inocuos de alergénios ambientais

"

Reacc¢ao Clinica Sem Reac¢ao Clinica

NAO ALERGICO




Asma
Rinite
Conjuntivite
Diarreia
Vomitos
Eczema

Urticar

Estudo Etioldgico

Tratamento

Eviccao alérgica
Imunoterapia
Farmacoterapia

Farmacoterapia
Qutros

Phadia — Manual de Alergologia, 2002




Métodos Laboratoriais

Imunidade Humoral
IgE total
IgE especificas
ECP
Western Blotting
Microarrays e CRD

Imunidade Celular

Teste de libertacao de
histamina

TTL
Imunofenotipagem

Teste de activacao de
basofilos




Métodos Laboratoriais

Imunidade Humoral
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IgE total

* ELISA
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Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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IgE especificas (“RAST”)

e Unicap®
(Phad |a) E=apone P ‘ IgE do paciente

celuldsica

Alergénios fixados no CAP

Conjugado:
Enzima - Anti-IgE

lgE especifica do paciente
ligada aos alergénios do CAP

< 2 .
& Substrato de fluorescéncia

Conjugade fixado a IgE especifica

Conjugado - enzima
reage com o substrato
formando um produto
fluorescente




IgE especificas (“RAST”)
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Classe IgE
especifica

kUa/I

Nivel IgE
especifica

Inferior a 0,35
0,35-0,69
0,7-3,49
3,5-17,49

17,5-49
50-99

100 ou superior

Ausente ou indetectavel
Baixo

Moderado
Elevado

Muito elevado
Muito elevado

Muito elevado

1UIgE=2,4 ng
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ECP (Proteina cationica dos eosinofilos)

e Mede ainflamacao eosinofilica

Reflecte o efeito da medicacao

Permite calcular a minima dose eficiente

Permite seguir a aderéncia a terapéutica (compliance)

Doseamento no soro e secrecdes respiratorias

Método de Radioimunoensaio (detecc¢do: 2 — 200 pg/L)
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ECP (Proteina cationica dos eosinofilos)

o Util no diagndstico e acompanhamento de:
Processos inflamatorios obstrutivos das vias respiratorias
Rinite alérgica

Dermatite atopica




Western Blotting ou Imunoblotting

e Oqueé?

e Para que serve?
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Western Blotting ou Imunoblotting

« Qual o procedimento?




Western Blotting

e Objectivo:
IDENTIFICAR e CARACTERIZAR ALERGENIOS
+

Obtencao de ALERGOGRAMAS e ESPECTROTIPOS

* Via:
Apresentacao das proteinas separadas ao
reconhecimento pelas Ig
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e Alergénios
Antigénios que induzem a producao de IgE

Em geral, proteinas com 3 a 80 kDa

Via de contacto ou sensibilizacao

Pneumalergénios

Trofalergénios

de Contacto
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e Alergénios

Fontes alergénicas conhecidas = 1736
(acréscimo de cerca de 700 em 4 anos)

Fontes alergénicas com alergénios identificados = 753

Alergénios conhecidos, exc. isoformas e epitopos = 1779
(acréscimo de cerca de 600 em 4 anos)

Isoformas conhecidas de alergénios = 1218

—15/4/10
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e Alergénios

Com PM ou pl proximos e homologia sequencial > 67%
constituem 1 grupo

|dentificados 28 grupos de alergénios, de acordo com a
semelhanca estrutural, independentemente da origem
biologica

Klysner S, Lowenstein H. Allergen extracts and standardization. In Allergic Diseases.
Kay AB (ed.). vol 2. Blacwell Science, 1997:825-834.
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e Alergénios

Nomenclatura (ex.):

Amb a 1.0101 = o alergénio com maior taxa de reconhecimento
da espécie Ambrosia artemisiifolia (Herbacea); subtipo 1 da
isoforma 1

Chapman MD, Pomés A, Breiteneder H, Ferreira F. Nomenclature and structural biology of allergens.
2007: ); 414-420.

Der p 1 = o alergénio com maior taxa de reconhecimento da
espécie Dermatophagoides pteronyssinus (Acaro)

Taxa de reconhecimento (pacientes):
Major > 50% > Minor

Klysner S, Lowenstein H. Allergen extracts and standardization. /n Allergic Diseases.
Kay AB (ed.). vol 2. Blacwell Science, 1997:825-834.




Western Blotting

* Procedimento : a sequéncia

e 12 Obtencao das fontes alergénicas
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Western Blotting

* Procedimento : a sequéncia

e 32 Padronizacao dos extractos

Remocao de insoluveis




Western Blotting

* Procedimento : a sequéncia

e 492 Separacao das proteinas em gel, de acordo com:

i) Ponto Isoeléctrico (pl) — Isoelectrofocalizacao (IEF)

ii) Peso molecular — SDS PAGE
iii) pl + Peso molecular < |IEF + SDS PAGE
— SDS PAGE bidimensional (2D)

iV) Reconhecimento dos alergénios pelas IgE dos pacientes

- Western Blotting




ESCOLA DE CIENCIAS ETECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINAVETERINARIA

i) Ponto Isoeléctrico (pl) — Isoelectrofocalizacao (IEF)

A
Carga liquida

: /pl

3 4 5 6 7 849 10 11 pH

>
L

Influéncia do pH na carga liquida de uma moléculap roteica.
Esta proteina apresenta:
— predominio de duas cargas positivas a pH = 6
— predominio de uma carga negativa a pH = 9.
— equilibrio de cargas positivas e negativas (pl) ocorre a pH = 8.
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* Procedimento : a sequéncia

e |soelectrofocalizacao (IEF)

Separacao das proteinas em gel de gradiente de pH

Aplicaghio Focalizagho

No sew pl (pH=7),
esta protelna
apresem,ta uma
carga Liquida nulo

Hd 2p vapuab

pH < pl = Proteina carregada positivamente

pH > pl = Proteina carregada negativamente
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ii) Peso molecular — SDS PAGE




i) Peso molecular — SDS PAGE

Radicais
carregados

Proteinas
em fase de
Areas separacao
“hidrofobicas

Tratamento desnaturante prévio

Aplicacao da amostra
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Proteinas
tratadas
com SDS

Gel de
poliacrilamida

l Coloracéo

ORI
2 2 2 2

3 @& & -

Visualizacao
das bandas
proteicas
separadas




iii) pl + Massa molecular
< |EF + SDS PAGE
SDS PAGE bidimensional (2D)
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pH 3

Separacao em Focalizagdo
isoeléctrica (IEF)

12 dimensao — por pl

Aplicagao do 1° gel
sobre o 2¥

sDS PAGE

Separacao em

22 dimensao — por MM




:_J_w\',,_% 7 o s
ESCOLA DE CIENCIAS ETECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINAVETERINARIA

* Procedimento : a sequéncia

iV) Reconhecimento dos alergénios pelas IgE dos pacientes
Western Blotting

1. Transferéncia das proteinas separadas para membrana
de fixacao (Blot)

2. Imuno-reconhecimento (Western Blotting)

3. ldentificacdo dos alergenios por revelacao das IgE
reconhecedoras dos alergénios separados
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* Procedimento : a sequéncia

Corte da membrana de Blot em tiras perpendiculares a separacao




Western Blotting

* Procedimento : a sequéncia

Numeracao das tiras




Western Blotting

* Procedimento : a sequéncia

Tiras numeradas
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 Procedimento : a sequéncia

Controlo da transferéncia
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* Procedimento : a sequéncia

Imuno-reconhecimento (Western Blotting)
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 Procedimento : a sequéncia

Imuno-reconhecimento (Western Blotting)

NBT, BCIP

Substrato

2° Anticorpo _ NBTired.)
|gG(Fc)-AP-Conjugado /b BC P (defosforil.)

Azul violeta

1° Anticorpo(lgE) Membrana

Alergénio




Western Blotting  scouorcveuserecnoroon
 Procedimento : a sequéncia

Imuno-reconhecimento (Western Blotting)

Blat proteico Separagao proteica
sobre membrana em gel de poliacrilamida
—
—

| —

Reconhecimento Revelacdon das
por IgE especificas IgE fixadas

~J

<
{\

Alergénio(s)
reconhecido(s)
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* Procedimento : a sequéncia

Imuno-reconhecimento / Western Blotting — 1D (IEF)
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Imuno-reconhecimento / Western Blotting — 1D (IEF)

4.15

4.55

5.85

6.55
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* Procedimento : a sequéncia

Imuno-reconhecimento / Western Blotting —

PM — ‘ \61 12 11 P B2B123 24 25 2729\4 2830 9 1 " PM
| | \
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D. pteronyssinus H. aspersa
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Imuno-reconhecimento / Western Blotting —

D. pteronyssinus

14 58 121031 7 6 5 22 17 59 356036 40 414247 48 5053 B

PM _
(kDa) 1

208 —
144 4

87 —

441 —
327 —

17.7—

o N

H. aspersa

1458 12 10 31 7 6 5 22 17 59 35 6036 40 414247 48 5053 B
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Imuno-reconhecimento / Western Blotting
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Western Blotting

Imuno-reconhecimento / Western Blotting —

Western Blotting 2D Separacao 2D corada




Western Blotting

Imuno-reconhecimento / Western Blotting —
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L

7.3 83 10.6

Blot 1

Blot 2

475 5.65 7.3 8.3 106 l 475 5.65 7.3 8.3 10.6
1 1 L] | 1 1 i

] [

tProteinograma

Individuo 3

Silver staining
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In Allergome: the characterization
of allergens based on a 2D gel
electrophoresis approach. Chardin
H, Peltre G. Expert Rev. Proteomics
(2005) 2(5): 757-765.
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4,75 5.65 7.3 83 106 475 5.65 7.3 8.3 106
1 ] 1 I I | |

1 | L

Extracto A B
Prick

4,75 5.65 7.3 83 106 4,75 5.65 7.3 83 106

|

Extracto c D
Manufacturados

Chardin H, Peltre G. Allergome: the
characterization of allergens based on a
2D gel electrophoresis approach.
Expert Rev. Proteomics (2005) 2(5):
757-765.

Silver staining
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Imuno-reconhecimento / Western Blotting — 2D (IEF+SDS PAGE)
Melhorar consideravelmente a identificacao da pequena porcao do
proteoma constituida pelos alergénios
Relacionar comportamentos clinicos com reconhecimento molecular
Aprofundar a necessaria relacao entre diagndstico in vitro e in vivo
Contribuir para a utilizacao de imunoterapia mais dirigida e eficaz

Evoluir para Micro- ou Nanotecnologias, no principio do

reconhecimento da diversidade alergénica intra-especifica

Melhorar consideravelmente o diagnodstico alergologico, passo essencial

para uma verdadeiramente eficaz terapia alergénio-especifica
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ldentificacao de Reaccoes Cruzadas

Sensibilizacédo ao po6 de alho = asma apos ingestéo

Sensibilizacao a crustaceos por inalacéo dos vapores de
cozedura = reaccao anafilactica apos ingestao

Sensibilizacédo ao polen do girassol = urticaria apos ingestao de
mel de girassol

Sensibilizacdo ao ananas (bromelaina) = asma apds ingestao

Sensibilizacdo a macrolidos (ex: espiramicina) = rinite apos
Ingestao de ovos com residuos
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ldentificacao de Reaccoes Cruzadas

' Componentes antigénicas comuns

entre fontes alergénicas diferentes

Partilha de epitopos comuns

Proximidade taxonomica Estruturas proteicas conservadas durante a evolugao
Diferentes espécies de: Profilina: polen da bétula / cenoura, batata, ...
Vespas, abelhas, acaros, crustaceos, caracois Actinidina: Kiwi, banana, papaia, noz,.../latex
Carac0is / acaros
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Exemplos de epitopos comuns partilhados por alimentos e particulas
Inaladas, provenientes de fontes nao relacionadas:

, Pésseqo
Betulaceas g

Maca

Alperce
Gramineas

N~ Banana

Ambrdsia

Melao

Artemisia ]
Alpo

Gema do ovo Cenoura
Penas
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ldentificacao de Reaccoes Cruzadas

Outras reacc¢oes cruzadas:

Com o latex Com acaros
Castanha e Caracois
Espinafres
Kiwi Entre diversas espécies de
Noz e Caracois
Banana e Crustaceos
Melao

Entre amendoim e tremoco
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Extracto inibidor da fonte A
em concentragoes

12 Incu bagﬁo prévia crescentes

dos soros a testar com +

Soro do animal
o extracto da fonte | | o g 3 alérgico

alergénica A (Inibidora)

RAST para a fonte B

Grafico de
inibicao
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Exemplos praticos:

100
90 -
80 -
70 - Acaro inibindo
camarao
60 -
50 -

40 -

% de inibicao

}: Acaro inibindo
caracol

30 -
Caracol inibindo
20 - caracol

10 - -4

0




... Inibicao do W. Blotting

Inibicao do W. Blotting
do Phl p pela Bet v

Inibicao do Kiwi pelo Phl p
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Microarrays e CRD

e |SAC (Immuno Solid-phase Allergy Chip) — Phadia, Suécia




Microarrays e CRD

e |SAC (Immuno Solid-phase Allergy Chip)
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Allergen Chip Layout 20 ul serum
gk Standard

1 mim

X 7 I
s oeo0e
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Scanning Fluoreszenz-image
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Microarrays e CRD

e Niveis no diagnostico IgE:

CRD (Component Resolved Diagnosis)
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Microarrays e CRD

CRD (Component Resolved Diagnosis)

Maior sensibilidade dos testes

Diagnostico diferencial

Melhor seleccao dos pacientes para imunoterapia
Imunoterapia a medida...

Previsao de reactividade cruzada

Progndstico

Futuro




CRD (Component Resolved Diagnosis) T measpamens sTioLocs

Possivel organigrama decisorio
para o tratamento de alergia a
polen de gramineas

Extracto de Phl p

Alergia IgE-mediada Alergia ao pdlen de
confirmada ao pdlen gramineas
de gramineas improvavel

Alergénios Minor, de Alergénios Major de
reactividade cruzada Phl p

rPhl p 7; rPhl p12 rPhlip 1; rPhip 5

Elegibilidade para rPhip1,5- rPhip 1,5+ rPhip 1,5+
imunoterapia rPhip 7, 12 +/- rPhip 7,12 + rPhl p7, 12 -
especifica para
T | Baixa  JIYECTEEN NNAISES




Métodos Laboratoriais

Imunidade Celular
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Teste de libertacao de histamina

e Quantificacao da libertacao de histamina dos basofilos
— Estudo in vitro de reaccoes de hipersensibilidade imediata

A partir do sangue total (basofilos tém o exclusivo da
histamina no sangue periférico)

Reproduz in vitro a reaccao alérgica
— prova de provocacao in vitro

Pequeno volume de sangue requerido (L10,6 - 1mL)
— Método de Fluorimunoensaio capaz de detectar

0,5 a>100 ng/mL




Teste de libertacao de histamina

Fase de estimulacao

Anti-lgk
[4.5 ng/ml

heparinizada I

400 ul sangre

@% Qm @% 15 min a 37 °C

Total Basal Anti-IgE Alergeno

= ]

Resultado: % LH induzida pelo antigénio testado
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Teste de libertacao de histamina

IndicacOes e vantagens

Sensibilidade  Especificidade
~

Alergia a inalantes
Acaros 87% 84%
Fungos 90% 86%
Alergia alimentar 56% 78%

- J

Conjuntivite alérgica Elevada Elevada

Alergia a farmacos 51% 63%
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Teste de libertacao de histamina

e Rapidez de realizacao

Complementar de métodos como o doseamento de Igk
especificas

Permite avaliar a resposta a alergénios para os quais nao esta
disponivel a determinacao da IgE especifica

Permite avaliar o efeito da terapéutica farmacoldgica, quer in
vitro, quer in vivo

Util para diagndstico em pacientes com alteracdes cutaneas
gue impossibilitam a realizacao das provas cutaneas
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TTL (Teste de transformacao linfocitaria)

Linfocitos anteriormente sensibilizados sofrem regressao
blastica e proliferam quando expostos, de novo, a esse
estimulo antigénico

Cultura de linfécitos em presenca dos antigénios suspeitos

Avaliacao da blastogénese proliferante pela incorporacao de
3H-timidina

Vasto campo de aplicacao
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LYMPHOBLASTIC TRAMSFORMATION TEST

Ficoll metrizoate sodium

Heparinized blood

Diluting product ]

Centritugation
Pasteur pipette 7 4 i

Ring of lymphatytes

< Antigens to be explored

Lymphocytes
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TTL (Teste de transformacao linfocitaria)

Resultado expresso em CPM das culturas celulares obtidas

|E >3 = Positivo

Vantagem: > sensibilidade que outros testes de avaliacao da
hipersensibilidade a farmacos

Desvantagem: fraca correlacao com a clinica
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Imunofenotipagem

e |dentificacao e caracterizacao de células em suspensao, de
acordo com:

Dimensao

Complexidade ou granularidade celular

Expressao molecular (a superficie e interna)
Sem estimulacao prévia

Com estimulacao prévia

e Recurso a Ac Mc marcados com fluorocromos

e Meétodo de Citometria de Fluxo




12 Marcacao celular

— FITC-labelled
CD4 antibody

Q;:,’J— CD4 marker

Labelled CD4
positive T-cell

Labelled CD4 and
CD8 positive T-cell
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Texas Red-labelled
CD8 antibody

CD8 marker

posilive T-cell
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Imunofenotipagem

22 Deteccao celular (Aquisicao em Citometro de Fluxo)

Cell Suspension
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Imunofenotipagem

32 Analise computacional dos eventos (células) adquiridos

penpheral blood lymphocyte phenotyping

CDa+ Tecells

FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS
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32 Analise computacional dos
eventos (células) adquiridos
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Imunofenotipagem

32 Analise computacional dos
eventos (células) adquiridos

< CONTROLO NEG MARC INTRACEL .004 <CONTROLO POS MARC INTRACEL 008

\ —AICDAE

102 10° 102 10°

CD4 PerCP Cy 5.5 CD4 PerCP Cy 5.5
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Teste de activacao de basofilos

Activacao antigénio-especifica in vitro de basofilos

Aumento da expressao a superficie da célula, da proteina
granular CD63

Por Citometria de Fluxo - Marcacao dos basofilos com:

Ac Mc anti-Igk — FITC (identifica os basoéfilos)
+

(marca os basofilos activados)
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Teste de activacao de basofilos

12 Activacao em cultura... 22 Marcacao celular... 32 Aquisicao

Test de activacion de basofilos
Fase de estimulacion

Fase de marcaje

Anti-lgk Ag (cl,e2)
Tampo6n-IL3 [04 anti-CD63PE
ng/ml] anti-IgE FICT

EETIE CTERTE
0% (0% 0% 0% |0

Basal Anti-IgE  Alergeno Basal  Anti-IgE  Alergeno

40 min a 37 °C l
Citometria de flujo
FACScan (488 nm laser argon-ion)
CellQuest software.
Fluorescencia de 50000 células
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Teste de activacao de basofilos

4° Analise Analisis células marcadas con CD63

computacinal Control negativo Control positivo

[

0 1

10 10

0
AlgE FITC AlgE FITC

Sample ID: CONTROL 1 Sample ID: ANTI IgE
Gated Events: 248 Gated Events: 660
Total Events: 50000 Total Events: 56975

Quad Events % Gated Quad Events % Gated
0 0.00 UL 6 1

: URE s ]

0 0.00 LL 4 0.61

244 98.39 LR 94 14.24




49 Analise
computacinal

o RS/,
Uco
/"/ EN H':T
ESCOLA DE CIENCIAS ETECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINAVETERINARIA

Teste de activacao de basofilos

Ejemplos TAB en sensibilizacion a acaros
Control Anti IgE Derm pt
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A2 Analise
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Teste de activacao de basofilos

computacinal TAB en sensibilizacion a hongos

Control Anti-IgE

3.2% % B 79.7%

Ml S T by
1] 1 11} 10 "w*
AlgE FITC AlgE FITC

T
\0] 10‘

Cladosporium

87.3%
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Aspergillus

54%
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A2 Analise

computacinal
Ejemplo n°l

Basal

Ejemplo n"2

Basal

[ 5%

Anti IgE

81.8%
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Teste de activacao de basofilos

TAB en alergia a beta-lactamicos

Amoxicillin 1/40 Amoxicillin 1/160

=1
2
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=

4
o

59.5%

28.7%

“PPL 1/40

55.1° ' 10.2°
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PPL 1/160
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Teste de activacao de basofilos

Desempenho do método

Inalantes Alimentos Beta-lactdamicos Metabizol Latex
Sensibilidade  93,30% 82,30% 50% 42,30% 93%
Especificidade 98% 63% 93,30% 100%  100%

105 54 58 26 43




