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Resumo

Lolium multiflorum (Lm) é uma espécie de graminea que tem sido caracterizada
como uma importante fonte alergénica na sensibilizacao de individuos na regiao sul do
Brasil. Apesar de sua relevancia, ndo ha muitas informagdes importantes na literatura que
caracterizem seus alérgenos, bem como a resposta imune dos pacientes frente a essa fonte
alergénica, o que dificulta o diagnostico e tratamento especifico dos pacientes. O objetivo
nesse estudo foi avaliar os antigenos imunodominantes do extrato total de Lm (S1) e da
fragdo isolada (S2) com potencial aplicagdo para o diagnostico da alergia, por meio da
frequéncia da reatividade dos anticorpos IgE e IgG4. Para tanto, foi feita a extragdo de
proteinas do polen de Lm com PBS, centrifugada e dialisada e denominada sobrenadante
1 (S1), e entdo foi utilizado um protocolo de cromatografia de troca idnica para isolar 3-
expansinas de S1, fragdo essa nomeada de sobrenadante 2 (S2). Ap0s isso, tanto S1 quanto
S2 foram submetidas a SDS-PAGE para obter o perfil eletroforético. Para a avaliagdo da
reatividade de anticorpos especificos, 46 pacientes atopicos (AT) e 16 ndo-atopicos
(NAT) foram selecionados por meio do teste cutaneo de puntura. Os niveis de anticorpos
IgE e IgG4 especificos a S1 e S2 foram determinados por ELISA e Immunoblotting. O
perfil eletroforético de S1 revelou maior intensidade nas bandas de 12, 32 ¢ 58 kDa,
enquanto a de 32 kDa foi o principal componente na fragdo S2. Os niveis de anticorpos
especificos da classe IgE mensurados por ELISA frente a S1 foram significativamente
maiores em AT quando comparados a individuos NAT, da mesma maneira, os niveis de
anticorpos especificos da classe IgE mensurados por ELISA frente a S2 foram
significativamente maiores em pacientes AT quando comparados a NAT, mostrando um
grau semelhante de reatividade de IgE ao extrato S1 e fracdo S2. Os niveis de anticorpos
da subclasse IgG4 também foram significativamente maiores, em soros de individuos AT
quando comparados a soros de individuos NAT frente ao extrato S1, da mesma forma os
niveis de anticorpos da subclasse [gG4 foram significativamente maiores em soros de
individuos AT quando comparados aos soros de individuos NAT frente a fracao S2, o que
revela similitude nas reatividades ao extrato S1 e a fracao S2. A reatividade dos anticorpos
das classes IgE e IgG4 dos soros de pacientes AT frente a S1 e S2 demonstrou que a
banda de 32 kDa foi o componente com maior reatividade em ambos os extratos,
reconhecidos por 100% dos pools de soros. Assim, este estudo demonstrou que a fragao
S2 ¢ tao efetiva quanto o extrato alergénico S1 para o diagndstico de individuos atopicos,

com destaque para a banda de 32 kDa que foi o componente mais imunodominante,



podendo assim ser o principal alérgeno no desencadeamento da resposta alérgica induzida
por Lm. Além disso, os resultados de I[gG4 também sdo promissores e novos estudos sao

necessarios para entender melhor se S2 pode ser util na imunoterapia especifica.

Palavras chave: alergia, Lolium multiflorum, cromatografia de troca idnica, ELISA,

immunoblotting, 1gE, 1gG4



Abstract

Lolium multiflorum (Lm) has been an important source for sensitizing individuals
in the southern region of Brazil but despite its importance, there is no information in the
literature that characterizes its allergens, making it difficult for specific diagnosis and
treatment of patients. The aim was to characterize novel immunodominant antigens
derived from Lm total extract (S1) and a fraction isolated (S2) in this study with potential
application for allergy diagnosis by evaluating the frequency of IgE and IgG4 reactivity.
An ion-exchange chromatography protocol was used to isolate B-expansins from the S1
and the eluted aliquot was named S2. After that, both extracts were submitted to SDS-
PAGE to obtain the electrophoretic profile. For evaluating the reactivity of specific
antibodies, 46 atopic (AT) patients and 16 non—atopic (NAT) individuals were selected.
The levels of specific IgE and IgG4 antibodies against S1 or S2 were determined by
ELISA and Immunoblotting. The electrophoretic profile of S1 total extract showed more
intensity with 12, 32, and 58 kDa bands while the 32 kDa was the main component in the
S2 fraction. Specific IgE antibody levels measured by ELISA were significantly greater
in AT compared to NAT subjects, using either S1 extract or S2 fraction, showing a similar
degree of IgE reactivity in all individuals when using S1 or S2 in the coating phase.
Specific IgG4 antibody levels measured by ELISA were significantly greater in AT
compared to NAT subjects, using either S1 extract or S2 fraction, showing a similar
degree of 1gG4 reactivity in all individuals when using S1 or S2 in the coating phase.
Thus, this study demonstrated that S2 is as effective as S1 allergen extract for diagnosing
atopic individuals, particularly, the 32 kDa band was the most immunodominant
component and it may be a major allergen in triggering the allergic response induced by
Lm. The frequency of serum reactivity from AT patients against S1 and S2 extracts
determined that the 32 kDa band was the component with the highest reactivity in both
extracts, recognized by 100% of the serum pools of AT patients. Thus, this study
demonstrated that the S2 fraction is as effective as the S1 allergenic extract for the
diagnosis of atopic individuals, especially the 32 kDa band that was the most
immunodominant component and could therefore be the main allergen in triggering the
allergic response induced by Lm. In addition, IgG4 results are also promising and further
studies are needed to be performed to better understand whether S2 may be useful in

specific immunotherapy.



Keywords: allergy, Lolium multiflorum, ion exchange chromatography, ELISA,
immunoblotting, IgE, 1gG4
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1. Introducao

1.1 Doencas Alérgicas

Na década de 1920, o termo atopia foi utilizado para designar a predisposi¢do genética
que alguns individuos t€ém para produzir imunoglobulina E (IgE) especifica em resposta a
baixas doses de alérgenos, geralmente proteinas indcuas. Assim, individuos atopicos
respondem com altos niveis de IgE frente a diferentes alérgenos (BALDACARA et al., 2013;
JOHANSSON et al., 2004).

Por outro lado, o termo alergia amplamente utilizado como sinonimo de
hipersensibilidade do tipo I (hipersensibilidade imediata), ¢ empregado para se referir a reacao
desencadeada pela resposta a um antigeno nao-proprio, por meio de anticorpos, particularmente
IgE, citocinas, dentre outros. Esta resposta pode causar manifestacdes clinicas, com efeitos

prejudiciais ao organismo (BALDACARA et al., 2013).

As doengas alérgicas como a rinite, asma, dermatite atopica, dentre outras sio
provenientes de uma resposta exacerbada do sistema imunologico frente a antigenos
normalmente indcuos (estimulos exdgenos). Esses alérgenos podem ser derivados de diferentes
fontes como polens, acaros e epitélio de animais domésticos (caes e gatos), mas podem também
ser advindos de alimentos como leite de vaca, ovos, trigo, soja, amendoim, nozes, frutas, frutos
do mar, etc. Ainda, podem haver outros desencadeadores como pegonha de himenopteros e

farmacos (MONCHY et al., 2013; POMIECINSKI et al., 2017).

Dentre as diferentes doencas alérgicas, tem sido relatado que as doengas alérgicas
respiratdrias como a asma e a rinite tém se tornado um dos principais problemas de saude na
sociedade moderna, sendo que estudos apontam que sao mais prevalentes em criangas e adultos
de paises desenvolvidos quando comparadas a paises subdesenvolvidos, porém nos primeiros
parece ter alcancado um platd, diferentemente dos paises subdesenvolvidos (HATZLER;

HOFMAIER; PAPADOPOULQOS, 2012).

Neste sentido, estudos t€ém demonstrado maior prevaléncia de doencas alérgicas em
criancas e adolescentes de areas urbanas em comparacgdo as de zona rural (SHPAKOU et al.,
2012). A hipotese da higiene tem confirmado a importancia do estimulo do sistema imune
(HATZLER; HOFMAIER; PAPADOPOULOS, 2012), ja que atualmente cada vez mais as
criancas durante a primeira infancia tém sido menos expostas a agentes microbianos, incitando
assim o sistema imune a respostas mais exacerbadas e/ou desviadas frente a antigenos. Outro

estudo também relatou que hd maior prevaléncia de rinite alérgica em criangas e adolescentes
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com um ou dois pais alérgicos, quando comparados a individuos de mesma idade que ndo possui

progenitores com histdrico de alergia (KEIL et al., 2010).

Em recente estudo com pacientes jovens (18 a 26 anos) foi identificado diversos fatores
de risco associados a presenca de doencas alérgicas. Foi observado que algumas doengas
atingem principalmente homens, como € o caso da asma, e principalmente os que apresentam
histérico de tabagismo, exposicao a caes e gatos no ambiente domiciliar, bem como a presenca
de alergia na historia familiar. Porém, outras patologias como eczema e erupgdes da pele foram
relatadas com mais frequéncia em mulheres. Também foi observado que aqueles que possuem
caes e gatos em casa, t€ém maior probabilidade de desenvolver duas ou mais doengas alérgicas

(ZIYAB, 2017).

Em algumas grandes cidades brasileiras tem sido observado diminui¢do na prevaléncia
de individuos que possuam sibilos, seja no decorrer de uma atividade fisica ou em algum
momento da vida, esses sintomas podem estar intimamente associados com doencas alérgicas,
em parte, isso poderia ser explicado pelo aumento e melhora dos programas de controle e
prevencao dessas doencas, que facilitam o diagndstico. Porém, houve um aumento no nimero
de diagnésticos de diversas doencas alérgicas tais como asma, eczema flexural, rinite e
rinoconjuntivite em quase todos os grandes centros do Brasil, o que pode estar relacionado com
o aumento da polui¢do do ar, diminui¢do do contato com alérgenos na infancia e exposi¢ao a
fumaga do cigarro, mesmo que de forma passiva (SERPA et al., 2015). Com todos os avancos
no diagnostico e na velocidade de deteccao das doengas alérgicas, o que resulta em maior
rapidez no inicio do tratamento com melhora na qualidade de vida dos pacientes, estudos em
capitais brasileiras mostraram crescimento nos indices de criangas com asma, rinite, tosse
noturna e eczema revelando um grande caminho para o controle das doengas alérgicas

(CASAGRANDE et al., 2008; 2015; SOLE et al., 2015).

Além disso, outra doenga alérgica provocada por alérgenos respiratorios que tem se
destacado em varias partes do mundo, incluindo o Brasil, ¢ a polinose, que ¢ desencadeada pela
inalacdo de polens, com destaque para os polens oriundos de gramineas da familia Poaceae.
Assim, como as outras doencas respiratorias, a polinose afeta a qualidade de vida e a
produtividade de pessoas de todas as idades (SOPELETE et al., 2006; YAMADA; SAITO;
FUIJIEDA, 2014).
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Rinite alérgica sazonal

A rinite alérgica sazonal, também chamada de polinose ou erroneamente denominada
de febre do feno (pois nao tem relacdo nenhuma com o feno e ndo ¢ causadora de febre), € uma
doenca alérgica respiratoria causada pela inalagdo do polen presente no ar e que pode provocar
diversos sintomas tais como: prurido nasal, espirros, coriza, congestionamento nasal,
acompanhada frequentemente de hiperemia conjuntival. Os sintomas tendem a comegar no
inicio da primavera (setembro), periodo no qual ha grande quantidade de polens liberada pelas
plantas. No passado se acreditava que a rinite alérgica era uma condi¢do exclusiva das vias
aéreas, entretanto tem se mostrado uma patologia sistémica com intima relagdo com asma e
dermatite atopica (BARTLE, 2016; CASTILLO VIZUETE etal., 2019; KAKLI; RILEY, 2016;
PANDEY, 2016).

No Brasil, a rinite alérgica sazonal vem sendo estudada desde a década de 1940, época
na qual se iniciou a contagem de aeroalérgenos em diversas regides, como Sudeste e Sul, apds
a ocorréncia dos primeiros casos de polinose. Foi verificado que essa doenga alérgica ocorre
com maior frequéncia em regides que possuem estacdes climaticas bem definidas, que sofrem
acdo continental ¢ que tem localizacdo meridional elevada. Além disso, as taxas de
sensibilizacdo ao pdlen variam em diferentes regides de acordo com a distribui¢do de plantas

alergénicas (ARAUJO; ROSARIO; MARI, 2016; MOREIRA et al., 2015).

1.2 Mecanismos de resposta imune inata e adaptativa no desenvolvimento de doen¢as

alérgicas respiratorias

Como ilustrado na Figura 1, os alérgenos podem ultrapassar a barreira epitelial dos
tecidos do trato respiratdrio ou se ligar diretamente as células apresentadoras de antigeno
profissionais (APCs) como macrofagos e células dendriticas, além de ativar e desenvolver
células linfoides inatas (ILCs) do grupo 2 e células Th2 no local da lesdo (EIFAN; DURHAM,
2016;MELUM et al., 2014;TAKETOMI et al., 2017). Em contato com o alérgeno, as APCs
capturam, processam e apresentam os peptideos via moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal de classe II (MHC-II). O MHC-II com o peptideo antigénico se
liga, respectivamente, ao CD4 e ao receptor de célula T (TCR) presente nas células T helper
naive que poderdo nesta fase proceder inicialmente o reconhecimento antigénico e em seguida,
serem ativadas. Caso as células T CD4" naives sejam ativadas mediante a liberagdo de IL-4
pelas APCs, que caracteriza o terceiro sinal da resposta imune, a IL-4 sera responsavel pela

ativagio do STAT 6 na célula T CD4" naives, que por sua vez ativa o fator de transcrigio GATA
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3 (GATA binding protein 3), em conjunto com a reconhecimento antigénico (primeiro sinal da
resposta imune) e a ligagdo de moléculas coestimulatorias (segundo sinal de ativagdo da
resposta imune), levam ao desenvolvimento de células de perfil Th2 (BARNES, 2008; HO;
PAI 2007; HOLGATE; POLOSA, 2008) que irdo expressar citocinas de perfil Th2 como IL-
4, IL-5, IL-9 e IL-13 que sdo tipicas de doencas alérgicas (CHAPLIN, 2010; LARCHE;
AKDIS; VALENTA, 2006).

Também ¢ proposto um mecanismo alternativo de desenvolvimento das doengas
alérgicas no qual as proteinas alergénicas, muitas vezes sdo enzimas com capacidade
proteolitica ou lipopolissacarideo (LPS) que podem atravessar a barreira epitelial. Esses
alérgenos sdo reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) como os
receptores ativados por proteases (PARs) ou por receptores semelhantes ao Toll (TLRs)
localizados nas células da barreira epitelial, juntamente com espécies reativas de oxigénio
(ROS), podem danificar as células epiteliais, levando a um efeito pro-inflamatério que por sua
vez favorece a produgdo de diversas citocinas como linfopoietina estromal timica (TSLP),
interleucina 25 (IL-25) e interleucina 33 (IL-33). IL 25 e IL-33 podem levar a uma regulagdo
positiva de NF-kB que em conjunto com TSLP ativam STAT-5 que promovendo o aumento na
expressao de genes de perfil Th2, podem favorecer o desenvolvimento das doencas alérgicas
(BULEK et al., 2010; DIVEKAR; KITA, 2015; GEORAS; REZAEE, 2014; LAMBRECHT;
HAMMAD, 2014; TAKETOMI et al., 2017).

Quando sdo ativadas, as células Th2 alérgeno-especificos multiplicam-se e passam a
secretar varias citocinas, dentre as quais, a IL-4 e IL-13, que induzem a mudanca de isotipo de
imunoglobulina produzida pela célula B, o qual passa entdo a sintetizar e secretar IgE
especifica, além de induzir proliferacdo de células inflamatérias. A IgE especifica iré se ligar a
receptores de alta afinidade em granulocitos (LARCHE; AKDIS; VALENTA, 2006; MIN,
2010), assim quando sdo novamente expostos a alérgenos, os individuos sensibilizados

apresentam as reagoes alérgicas (GOSS et al., 2013).

A primeira fase da resposta alérgica ¢ imediata (na primeira hora) devido a
sensibilizacdo dos granuldcitos, principalmente basofilos e mastocitos, induzindo
classicamente uma reagdo de hipersensibilidade do tipo I. Essas células estimuladas induzem
sintomas de fase imediata por meio da libera¢dao de mediadores pro-inflamatorios pré-formados,
como histamina, heparina, cininas, triptase, entre outros. Em seguida, ocorre uma segunda

reacdo, mais tardia, apds 6 a 10 horas, a qual é responsavel pelo aparecimento dos sintomas de
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fase tardia devido a sintese e liberagdo de mediadores neoformados como prostaglandinas,
leucotrienos e citocinas, os quais podem durar de 6 a 24 horas, sendo entdo reduzida lentamente

(JAMES; DURHAM, 2008).

Diferente da reacdo imediata, a quimiotaxia de eosinofilos ¢ o mecanismo principal na
reacdo tardia, causada por mediadores inflamatorios que sdo advindos da reacao imediata que
recrutam diversas células inflamatorias, tais como: mastocitos, linfocitos T e eosindfilos, os
quais migram para o local (diapedese), rompendo e remodelando o tecido, causando diversos

sintomas no individuo alérgico (MIN, 2010; STONE; PRUSSIN; METCALFE, 2010).
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Figura 1. Resposta imune inata e adaptativa no desenvolvimento das doencas alérgicas

Fonte: (TAKETOMI et al., 2017)

1. 3 Diagnostico da alergia

O diagnostico da alergia € realizado por meio de métodos in vivo (testes cutaneos de
puntura ou intradérmico) e/ou in vitro (determinagao dos niveis de IgE sérica especifica) que
sdo uteis para a identificacdo da sensibiliza¢ao de pacientes a um painel de alérgenos. Os testes
cutaneos apresentam alta sensibilidade e especificidade, sao de simples e rapida execugdo e
mais econdmicos quando comparado a determinacdo laboratorial da IgE sérica especifica.

Contudo, o teste cutaneo nao diagnostica a doenga alérgica, apenas determina a presenga ou
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auséncia de anticorpos IgE alérgeno-especificos, importantes na patogénese da doenca alérgica,
e muitas vezes podem apresentar resultados falso-positivos (BALLMER-WEBER, 2014;
OWNBY, 1988).

Os testes in vitro sdo preferencialmente utilizados, quando pacientes ndo podem ser
submetidos ao teste cutaneo em virtude da presenca de lesdes cutaneas, ingestdo de
medicamentos ou historia de possivel anafilaxia. O resultado sendo positivo, assim como nos
testes cutaneos, ndo ¢ suficiente para o diagnostico, ¢ necessario ter associagao com a clinica
do paciente. Entretanto, varios estudos demonstram que a determinacao dos niveis de IgE sérica
especifica a alérgenos inalaveis pode ser uma ferramenta valiosa no diagndstico de pacientes
alérgicos (BERINGS et al., 2017, BERNSTEIN; STORMS, 1995; MASTRANDREA et al.,
1997).

1. 4 Imunoterapia especifica com alérgenos

Com o constante aumento da prevaléncia das doengas alérgicas, novas alternativas tém
sido buscadas para o tratamento das mesmas, com a finalidade de amenizar os sintomas
desencadeados por respostas exacerbadas do organismo frente aos alérgenos, reduzindo assim

o uso de farmacoterapicos (SCHEI; HESSEN; LUND, 2002).

Atualmente a imunoterapia especifica com alérgenos (ITE), tem sido indicada para
pacientes com doengas alérgicas mediadas por IgE, como rinite alérgica, asma leve e moderada
e alergia a picada de himenopteros. ITE compreende a administragdo de quantidades
gradualmente crescentes de alérgenos especificos até alcancar uma dose efetiva em reduzir a
gravidade da doenga atingindo a tolerancia imunoldgica, mesmo mantendo a exposi¢ao natural
ao alérgeno por vérios anos de acordo com orientagdes médicas (BURKS et al., 2013;

HUGGINS; LOONEY, 2004; KAKLI; RILEY, 2016).

A resposta imunolédgica durante a ITE envolve a producdo precoce de anticorpos
especificos da classe IgE e subclasse IgG1 na fase inicial da ITE, e posteriormente um aumento
lento e continuo nos niveis de anticorpos da classe IgA e subclasse 1gG4 alérgeno-especificos,
sendo que essa ultima imunoglobulina se torna predominante na ITE prolongada, impulsionada
pela produgao de citocinas regulatorias como IL-10 e TGF-f3 por células T reguladoras (T-reg),
além do aumento da expressdo do fator de transcricado FOXP3, tudo isso em conjunto levam a
supressdo de células e citocinas de perfil Th2 (AKDIS; AKDIS, 2014; BOONPIYATHAD et
al., 2019; PENG et al., 1992; SHAMJI; DURHAM, 2017).
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Com a continuidade da imunoterapia com alérgenos em doses gradualmente crescentes
até atingir a dose de manutencao, os niveis de IgG especifica ao alérgeno tendem a subir até se
estabilizarem em um plato. Os anticorpos IgG, principalmente da subclasse IgG4, induzidos
pela ITE podem atuar como anticorpos bloqueadores do alérgeno, competindo com os
anticorpos IgE na ligagdo com o alérgeno, bloqueando assim a ativagdo de mastocitos

dependentes de IgE (AKDIS; AKDIS, 2014; KOWALSKI; JUTEL, 1998).

A ITE ¢ considerada a principal e unica terapia empregada para o tratamento especifico
das alergias e visa tratar a causa da doenca, possibilitando assim a melhora no quadro alérgico
mesmo apds o tratamento ser descontinuado e envolve, de forma geral, os mecanismos como a
indugdo de anticorpos bloqueadores, diminui¢do de citocinas de perfil Th2, mudanca da
resposta imune do tipo Th2 para Thl e inducdo de tolerancia pela geracdo de células Treg

(DAHL et al., 2006; DURHAM; TILL, 1998; VALENTA, 2002).

Recentemente, Taketomi e colaboradores (2017) propuseram utilizar a dosagem sérica
de anticorpos IgG especifica aos alérgenos principais contidos na imunoterapia como uma
ferramenta objetiva para efetuar o seguimento/monitoramento de pacientes com doengas
alérgicas sob ITE aliado a avaliagao clinica, tradicionalmente realizada por meio da reducao do
grau de intensidade e/ou da frequéncia dos sintomas clinicos, cuja avaliag¢do ¢ considerada como

um parametro subjetivo.

Diante do impacto das doencas alérgicas na sociedade moderna, ¢ importante o
aprimoramento de estudos que envolvam novas estratégias para o tratamento, isto €, conhecer
o papel e os mecanismos de acdo dos anticorpos bloqueadores pode possibilitar o avango € o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem a melhoria na qualidade de vida

dos pacientes.

1.5 Polens

Os graos de polen possuem em sua composi¢do cerca de 4% a 12% de proteinas como
globulinas, prolaminas, gluteminas e albuminas (STANLEY; LINSKENS, 1974). Por isso,
pode haver significativa reatividade cruzada devido a grande similaridade entre as estruturas
proteicas. Diante disso, sabe-se que por meio dos estudos taxondmicos quanto mais
estreitamente relacionadas estdo as plantas, maior serd o nimero de antigenos compartilhados
e maior a reatividade cruzada. Isso ocorre quando os anticorpos IgE sdo originalmente

produzidos contra um alérgeno e depois se ligam a um peptideo com similaridade presente em
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outra fonte alergénica, isso dificulta ainda mais o diagnostico da polinose (ALEKSIC et al.,

2014; DREW et al., 2011; MIGUERES et al., 2014).

Nos ultimos anos tem se observado um aumento no numero de pacientes alérgicos.
Pesquisas demonstram que cerca de 40% das criangas € 30% dos adultos em algum periodo de
suas vidas serdo afetados por alguma doenga alérgica, sendo que mais de 25% da populacio

europeia esta acometida (MANDUZIO et al., 2012; PANDEY, 2016).

A rinite alérgica sazonal afeta em torno de 50% dos pacientes alérgicos ao redor do
mundo, e os polens de arvores pertencentes as ordens Fabales, Fagales, Lamiales, Proteales e
Pinales, bem como de palmeiras (Arecales) e gramineas (Poales) estdo dentre as fontes de
aeroalérgenos mais importantes em todo o mundo, além de causar um grande impacto
economico, afinal cerca de 60% das faltas ao trabalho estdo diretamente associadas a rinite
alérgica. Muitas gramineas t€m sido estudadas e seus alérgenos caracterizados, conforme

demonstrado na Tabela 1 (ASAM et al., 2015; CORTI et al., 2005; NECKEL et al., 2013).

Os graos de polens de gramineas apresentam uma ampla gama de proteinas com as mais
diferentes estruturas e func¢des. Dentre essas proteinas, os alérgenos do grupo 1, que estdo
presentes em todas as subfamilias de Poaceae, e sdo denominados [-expansinas podem
constituir até 10% de todo grao de pdlen. Como representantes dessas proteinas se destacam,
Lolp 1,Poap 1 Phlp 1, que sdo extraidos de Lolium perenne, Poa pratensis e Phleum pratense,
respectivamente. Outro grupo que se destaca sao os alérgenos do grupo 5, alérgenos até hoje
exclusivos da subfamilia Pooideae. Por serem bastante importantes, esses dois grupos sao
considerados imunodominantes em polens de gramineas, e apresentam alta reatividade com
anticorpos IgE em diversos estudos. Outras proteinas importantes sdo os do grupo 13, os pan-
alérgenos dos grupos 7 e 12 e ainda outros que possuem um reconhecimento menor tais como
os grupos 2, 4, 23 e 24, como exemplificado na Tabela 1 (DAVIES et al., 2008; GARCIA-
MOZO0, 2017; KAILAIVASAN; DAVIES, 2018; TIMBRELL et al., 2014).

O diagnostico da polinose nao ¢ facil, por isto diversas estratégias t€ém surgido para
buscar um diagndstico preciso. Recentemente, a IgE especifica ao polen foi demonstrada como
um biomarcador precoce da rinite alérgica sazonal, o que ¢ de grande valia, pois ¢ possivel ser
identificada na maioria dos individuos antes do aparecimento dos primeiros sintomas alérgicos

sazonais (HATZLER et al., 2014).



Tabela 1. Caracterizagdo dos principais alérgenos presentes em gramineas.

A Alérgenos
Fontes alergénicas kDa G Ny
Poa pratensis 33 Grupo 1 Beta expansina
34 Grupo 5 -
27 Grupo 1 Beta expansina
11 Grupo 2 -
. 11 Grupo 3 -
Lolium perenne 57 Grupo 4 .
31 Grupo 5 -
16 Grupo 11 Proteina relacionada a Ole e 1
27-28 Grupo 1 Beta expansina
10-12 Grupo 2 Grupo graminea II/I11
55 Grupo 4 Enzima ponte berberina
32 Grupo 5 -
Phleum pratense 11 Grupo 6 -
6 Grupo 7 Polcacina
20 Grupo 11 Proteina relacionada a Ole e 1
14 Grupo 12 Profilina
55 Grupo 13 Poligalacturonase
Paspalum notatum 29-30 Grupo 1 Beta expansina
32 Grupo 1 Beta expansina
12 Grupo 7 Polcacina
14,5 Grupo 12 Profilina
Cynodon dactylon 9 Grupo 15 -
- Grupo 22w Enolase
9 Grupo 23 -
21 Grupo 24 PR-1 (proteina relacionada a patogénese)
30-35 Grupo 1 Beta expansina
Sorghum halepense 12 Grupo 2 - Beta expansipa =
5455 Grupo 13 Exopohgalacturonzs;) (Glicosil hidrolase
Lolium multiflorum - Grupo 5 -

Fonte: (ALLERGEN, 2010)

1.6 Lolium multiflorum (L m)
Lolium multiflorum (Lm) popularmente conhecida como azevém italiano, no inglés
Italian ryegrass, ¢ uma planta da familia Poaceae, subfamilia Pooideae e tribo Poeae, que foi

trazida por imigrantes europeus para o Brasil (BERNARDES et al., 2010; ESTEVES et al.,
2000).

O polen (gameta masculino) dessa espécie tem sido considerado uma das principais
fontes de alérgenos com potencial para sensibilizar pacientes, o que pode estar ligado a sua
ampla utilizagdo na pecuaria por ser de baixo custo, grande capacidade de produgdo de graos

de polen e propagagao em diversos ambientes. No Sul do Brasil, como ja relatado na literatura,
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os sintomas nos individuos alérgicos tendem a comegar no més de setembro que marca o inicio
da primavera, e declinar a partir dos meses de novembro e dezembro (BERNARDES et al.,
2010; MOREIRA et al., 2015; SOPELETE et al., 2006). Um recente estudo, mostrou que L.
multiflorum esta intimamente ligada a outras espécies de plantas produtoras de polens, como
Phleum pratense, apresentando reatividade cruzada de anticorpos IgE de até 95% com os
antigenos dessa espécie (BERNARDES et al., 2010; MOREIRA et al., 2015; SOPELETE et
al., 2006; VIEIRA; FERREIRA; MATTER, 2005).

Diante disso, alguns estudos tém demonstrado que o pdlen de L. multiflorum tem
sensibilizado muitos individuos no Brasil, sendo que a incidéncia da polinose esta intimamente
relacionada com a frequéncia de pdlen dessa espécie presente no ar (ARAUJO; ROSARIO;
MARI, 2016; BONISSONI; NETO, 2016)

A literatura ainda tem pouca informagdo em relagdo aos alérgenos especificos de L.
multiflorum conforme a Tabela 1, e de fato apenas um alérgeno dessa espécie foi relatado, o
Lol m 5, entretanto ndo hd nenhuma caracteriza¢do deste alérgeno, dificultando assim o
diagnodstico e o tratamento especifico de individuos alérgicos sensibilizados aos alérgenos

derivados de Lm (MOHAPATRA; LOCKEY; SHIRLEY, 2005).

1.7 Identificacdo de isoformas antigénicas para aplicacées laboratoriais

Diferentes estudos tém ressaltado a importancia da identificagdo e caracterizacao de um
repertdrio mais amplo de alérgenos bem como de suas possiveis isoformas que apresentam
reconhecimento frente a soros de pacientes alérgicos. Em estudo conduzido recentemente, foi
feita a identificacdo e caracterizagdo de isoformas alergénicas de veneno da serpente
Protobothrops mucrosquamatus por meio da eletroforese e Immunoblotting bidimensional, que
possibilitaram o emprego da espectrometria de massa desvelando assim a sequéncia proteica
dos alérgenos em questdo (HU et al., 2017). De forma analoga, em trabalho realizado por
Rosmilah et al. (2013) foi feita a investigacdo dos alérgenos do peixe Thunnus tonggol com o
objetivo de caracterizar as proteinas alergénicas, utilizando para isto a mesma metodologia de
trabalho citado anteriormente (GEILFUS et al., 2015; LI et al., 2003; ROSMILAH et al., 2013;
WANG et al., 2016).

Em estudo semelhante realizado com o extrato de polen, incluindo integrantes do género
Lolium foi identificado alérgenos e isoformas alergénicas do grupo 1 e grupo 5 que constituiam

multiplos isoalérgenos (CORTI et al., 2005), uma vez que uma pequena mudanga na sequéncia
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dos aminoacidos pode induzir modificagdes no reconhecimento dos epitopos pelas células B

(BREITENEDER et al., 1993).

Diante disto, metodologias como a eletroforese e o Immunoblotting bidimensional podem
contribuir para a identificagdo de novas proteinas alergénicas e suas possiveis isoformas
oriundas de fontes de alérgenos inalaveis como o pélen de L. multiflorum, que apresentam
evidente padrao de reconhecimento pelo soro de pacientes alérgicos, viabilizando assim o
emprego de tais alérgenos em técnicas sorologicas que quantifiquem anticorpos especificos
presentes em pacientes com alergias respiratérias, e também no acompanhamento laboratorial

de individuos que apresentam alergia respiratoria e que estejam sob imunoterapia.

1.8 Purificacio de proteinas para aplicacio na deteccio da alergia

As plantas possuem diversos tipos de alérgenos com capacidade para sensibilizar os
individuos, dentre esses, o grupo das B-expansinas pode ser isolado e ¢ um possivel alvo para
ser usado tanto no diagnostico como na ITE. As B-expansinas sdo proteinas de cerca de 30 kDa,
responsaveis por auxiliar no relaxamento e extensao da parede celular das plantas, por isso
desempenham papéis fundamentais na organogénese, filotaxia, amadurecimento de frutos,
crescimento de raizes, dentre outros. Essas proteinas sdo ativas na parede celular quando o pH
¢ baixo (4,5), por isso sua atividade pode ser influenciada por fatores ambientais e hormonais.
Ap0s serem identificados, esses alérgenos recebem um nome com as iniciais das trés letras do
género e uma letra da espécie da planta, seguido do niimero referente ao grupo em que se
enquadram, como por exemplo a B-expansina de Lolium perenne, que ¢ denominada de Lol p
1 (GEILFUS et al., 2015; JIN et al., 2006; LI et al., 2003; MAROWA; DING; KONG, 2016;
WANG et al., 2016).

As B-expansinas se destacam hd mais de meio século, pois s3o alvos de investigacdo e
consideradas as principais responsaveis pela polinose e asma sazonal induzida por polen de
gramineas. Recentemente, uma pesquisa conseguiu o isolamento de quatro isoformas de (-
expansinas do polen de Zea mays (milho) através da técnica de cromatografia de troca i6nica
em colunas de carboximetil (CM) Sepharose juntamente com HPLC. Ainda em relagdo a esses
alérgenos, pesquisadores conseguiram isolar trés isoformas de B-expansinas de 29 kDa do p6élen
Paspalum notatum (grama da Bahia), as quais apresentaram reatividade em aproximadamente
de 91% com anticorpos da classe IgE presentes em soros de individuos alérgicos ao poélen de
Paspalum notatum. Assim, tém-se demonstrado que as [-expansinas sdo essenciais na

sensibilizacdo alergénica, e que podem constituir a chave para o diagnostico e tratamento da
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rinite alérgica sazonal e outras doengas alérgicas (DREW et al., 2011; LI et al., 2003;
MALLEY; REED; LIETZE, 1962).

Assim, ¢ de extrema relevancia o conhecimento de novos componentes alergénicos e/ou
antigénicos de L. multiflorum que possuam importancia clinica no Brasil, e que ainda ndo foram
descritos na literatura. Neste contexto, a pesquisa da reatividade de diferentes isotipos de
anticorpos presentes no soro de pacientes alérgicos contra estes componentes torna-se de suma
importancia para colaborar na avaliagdo da participacao individual de potenciais alérgenos
especificos de L. multiflorum, tanto na imunogenicidade quanto na alergenicidade, a ser

observada em pacientes com polinose.
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2. Hipoteses
HO: O potencial alergénico e imunogénico da fragdo proteica de L. multiflorum
reconhecidos por meio dos anticorpos IgE e IgG4 de pacientes alérgicos ¢ inferior ao extrato

total de polens de L. multiflorum.

H1: O potencial alergénico e imunogénico da fracdo proteica de L. multiflorum
reconhecidos por meio dos anticorpos IgE e IgG4 de pacientes alérgicos ¢ similar ao extrato

total de polens de L. multiflorum.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

e Identificar componentes imunodominantes derivados do extrato total de L. multiflorum

e de sua fracdo de L. multiflorum obtida por cromatografia de troca idnica, que possuam

potencial aplicagdo tanto para o diagnéstico de alergias quanto para a imunoterapia

especifica com alérgenos (ITE).

3.2 Objetivos especificos

Fazer a extracdo do extrato proteico de graos de polens L. multiflorum de polens
coletados no Sul do pais.

Eluir uma fragdo a partir do extrato proteico total de L. multiflorum por cromatografia
de troca i6nica em uma coluna de CM-Sepharose

Quantificar os niveis de anticorpos IgE e IgG4 especificos a L. multiflorum por ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) no soro de pacientes alérgicos e individuos
controles;

Identificar por Immunoblotting os principais componentes alergé€nicos/antigénicos do
extrato de L. multiflorum reconhecidos por anticorpos IgE e IgG4 do soro de pacientes
alérgicos e individuos controles;

Comparar a reatividade de anticorpos da classe IgE e IgG4 entre o extrato proteico total
de L. multiflorum (S1) e a fracdo eluida (S2) em individuos alérgicos por meio das

técnicas de ELISA e Immunoblotting.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Selecao de pacientes com rinite alérgica sazonal e individuos controles

Foram selecionados em Caxias do Sul, RS, 46 pacientes de ambos os sexos, com idade
entre 18 e 57 anos apresentando rinite alérgica sazonal e ELISA-IgE positivo para o extrato de
polens de L. multiflorum. Também foram selecionados, 16 individuos com TCP e ELISA-IgE

negativos para o extrato de L. multiflorum na cidade de Uberlandia, MG.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (nimero de protocolo 3.342.127), sendo que a concordancia em
participar da pesquisa foi confirmada pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 1) e a avaliagdo do historico clinico foi realizada por meio do questionario

clinico, o qual foi aplicado por médico responsavel pelo atendimento.

4.2 Preparacao do extrato alergénico de polens de Lolium multiflorum

Os graos de polen da graminea L. multiflorum, tiveram sua coleta realizada na regido rural
do municipio de Caxias do Sul no Estado do Rio Grande do Sul, pelo Dr. Francisco de Assis
Machado Vieira no periodo de florescimento (setembro - dezembro, 2017) do azevém italiano.
Ap6s isso, os polens foram mantidos em sala especial para secagem e coleta em papel branco.
Posteriormente, o gameta masculino de L. multiflorum foi colocado em tubo de ensaio e
enviados ao Laboratorio de Alergia e Imunologia Clinica da Universidade Federal de
Uberlandia. A extragdao antigénica foi realizada de acordo com Sopelete et al. (2006). As
fragdes antigénicas foram extraidas de 500 mg de graos de polen adicionando-se 4,5 mL de
solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01 M, pH 7,2, e adicdo do coquetel de
inibidores de proteases (PMSF 1,6 mM, leupeptina 100 pg/mL, aprotinina 10 pg/mL). Essa
mistura foi macerada sob o gelo e entdo submetida a extra¢ao durante 18 h a 4°C sob agitagao
orbital. Posteriormente, o material foi centrifugado a 15.000 xg a 4°C durante 30 minutos e
dialisado contra PBS overnight. Ap6s incubacao, centrifugacao e didlise, o extrato proteico final
foi mantido em tubo de armazenamento a —70°C para uso nos testes. A concentracao protéica
do extrato alergénico de L. multiflorum (S1) foi determinada segundo o método de Bradford,
utilizando soroalbumina bovina como padrdo, em Asos. Para o teste cutaneo de puntura, o

extrato foi diluido em glicerina a 50%, em uma concentracao final de 1 mg de proteina/mL.
g gdep
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4.3 Cromatografia de Troca Ionica

O protocolo de purificagdo de P-expansinas por cromatografia de troca ionica foi
realizado de acordo com Li et a/ (2003). O extrato proteico de polens L. multiflorum (S1) foi
centrifugado a 15.000xg a 4°C por 10 minutos em tubos e depois dialisado em tampao de
equilibrio (citrato de s6dio 20mM - pH 4,5) overnight. A coluna (CM-Sepharose) foi entdo
lavada com agua Mili-Q (6x o volume da coluna) e equilibrada com o tampao de equilibrio
(citrato de sodio 20mM - pH 4,5, 4x o volume da coluna). Posteriormente, a coluna foi
carregada com o extrato S1 dialisado em tampao de equilibrio (citrato de sodio 20mM - pH 4,5)
na concentragdo de 1mg/mL por mL de coluna, e entdo lavada em tampao de equilibrio (citrato
de s6dio 20mM - pH 4,5) até atingir o valor basal em Azgo. Na sequéncia, a coluna foi eluida
com tampao de eluicdo (citrato de sodio 20mM, NaCl 200 mM pH 4,5) a uma velocidade média
de 2 mL min™! e o eluido foi coletado em tubos para leitura em Axgo em espectrofotdmetro de
microplacas Epoch (BioTek Instruments, Inc., VT, EUA). As proteinas da fracdo extraidas a 200
mM de NaCl (S2) foram concentradas e dialisadas contra PBS e depois quantificadas segundo
o método de Bradford, utilizando soroalbumina bovina como padrdo e a leitura realizada em

Asos.

4.4 Teste Cutianeo de Puntura

O teste cutdneo de puntura para analise da hipersensibilidade imediata foi realizado de
acordo com Ownby (1988). Foram utilizados extratos de alérgenos de 4caros
(Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae e Blomia tropicalis), epitélios de cdo (Canis
familiaris), gato (Felis domesticus), barata (Blattella germanica e Periplaneta americana),
além de fungo (Alternaria alternata), e de pdlen de diversas gramineas (Cynodon dactylon,
Paspalum notatum, Lolium perene e Lolium multiflorum). Como controle negativo foi utilizado
solucdo salina fisiologica com glicerol a 50%, e como controle positivo foi utilizado cloridrato
de histamina (10 mg/mL) diluido na mesma solugdo do controle negativo. As punturas foram
realizadas com lancetas apropriadas na face interna do antebrago sobre as gotas (10 pL) de cada
extrato alergénico (FDA Allergenic/Immunotech, Rio de Janeiro, RJ), mantendo-se uma
distancia de 3 cm entre os extratos. A leitura do teste foi realizada apds 15 minutos e um
tamanho médio de papula igual ou superior a 3 mm do valor da papula obtida com o controle

negativo foi considerado positivo (OWNBY, 1988).
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4.5 Coleta de sangue

Foram obtidas amostras de sangue de cerca de 20 mL de cada individuo por meio de
puncdo venosa na regido do antebraco, na mesma ocasido da realizagdo dos testes cutdneos de
puntura. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 700 x g por 10 minutos. Os soros
obtidos foram distribuidos em aliquotas e armazenados a —20°C até a realizagdo dos testes

sorologicos.

4.6 ELISA para deteccao de IgE sérica especifica a L. multiflorum

Os anticorpos da classe IgE séricos especificos a L. multiflorum foram dosados pela
técnica convencional (CELISA), como ja descrito na literatura (PEREIRA et al., 2005). Nesse
ensaio, as placas de alta afinidade (Corning® 96-well EIA/RIA Clear Flat Bottom Polystyrene
High Bind Microplate, Individually Wrapped, without Lid, Nonsterile) foram sensibilizadas
com o extrato S1 ou a fragdo S2 na concentracdo de 20 pg/mL overnight a 4 °C. As placas
foram lavadas com PBS acrescido de Tween a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T
adicionado de soroalbumina bovina (BSA) 1% por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,
foi utilizado PBS-T-BSA 1% como diluente a cada etapa da reacdo e as placas foram lavadas
com PBS-T apo6s cada etapa da reagdo. As amostras de soros foram diluidas a 1:2 e incubadas
a 37°C por duas horas em cdmara Uimida. Subsequentemente, foi adicionado o anticorpo
secundario anti-IgE humana biotinilada (1:1000; Sigma-Aldrich) por 1 hora a 37°C. Na etapa
final, o conjugado estreptavidina-peroxidase foi adicionado na diluicdo de 1:500 durante 30
minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi revelada por meio da adigao de 2,2'-diazino do
acido etil-benzotiazolino sulfonico (ABTS; Sigma-Aldrich) a 0,01M em tampao citrato-fosfato
0,07M, pH 4,2 contendo 0,03% agua oxigenada. A densidade Optica (D.O.) foi determinada a
405 nm em espectrofotometro de microplacas Epoch (BioTek Instruments, Inc., VT, EUA). Os

resultados foram expressos em densidade otica (D.O.).

4.7 ELISA para deteccao de IgG4 especifica a alérgenos do pélen L. multiflorum

Os anticorpos da subclasse IgG4 séricos especifico a L. multiflorum foram dosados pela
técnica convencional (cCELISA), como ja descrito na literatura (PEREIRA et al., 2005). Neste
ensaio, as placas de alta afinidade foram sensibilizadas com o extrato alergénico total S1 ou a
fracdo alergé€nica S2 na concentragdo de 20 pg/mL. As placas foram lavadas com PBS acrescido
de Tween a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T adicionado de soroalbumina bovina
(BSA) 1% por 1 hora a temperatura ambiente. Foi utilizado PBS-T-BSA 1% como diluente e

as placas foram lavadas com PBS-T apds cada etapa da reacdo. As amostras de soros foram
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diluidas a 1:5 e incubadas a 37°C por uma hora em camara umida. Subsequentemente, foi
adicionado o anticorpo secundario anti-IgG4 humana biotinilada (1:1000; Sigma-Aldrich) por
1 hora a 37°C. Na etapa final, o conjugado estreptavidina-peroxidase foi adicionado na dilui¢ao
de 1:1000 durante 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada por meio da adi¢ao
de 2,2'-diazino do 4cido etil-benzotiazolino sulfénico (ABTS; Sigma-Aldrich) a 0,01M em
tampao citrato-fosfato 0,07M, pH 4,2 contendo 0,03% &gua oxigenada. A densidade Optica
(D.O.) foi determinada a 405 nm em espectrofotdmetro de eicroplacas Epoch (BioTek

Instruments, Inc., VT, EUA). Os resultados foram expressos em densidade optica (D.O.).
4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional (SDS-PAGE)

A fim de demonstrar os principais componentes antigénicos do extrato total S1 e da
fragdo S2 foram realizadas as técnicas de eletroforese vertical em gel de separacdo de
poliacrilamida a 14% e em gel de empilhamento a 4% (SDS-PAGE) como descrito previamente
por Laemmli (1970). As amostras foram solubilizadas em tampao de amostra (Tris-HCI 0,1M
pH 6,8; SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2%, glicerol a 20%) e incubadas a 95°C durante 5
minutos. Posteriormente, foram submetidas a SDS-PAGE e comparadas com padrdes de pesos
moleculares. Em seguida, os géis foram submetidos a coloragdo com Coomassie blue e
posteriormente, digitalizados em equipamento ChemiDoc™ XRS+ System e analisados em

software Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA) (LAEMMLI, 1970).

4.9 Eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose

O extrato S1 e a fracdo S2 foram submetidos a eletroforese vertical em SDS-PAGE e
eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose (0,45 pum, Millipore, Bedford, EUA),
utilizando sistema semi-imido de transferéncia (Multiphor II Electrophoresis Unit, Pharmacia
LKB, Uppsala, Suécia) conforme ja descrito na literatura (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1979). As membranas foram cortadas em tiras de 0,3 mm e entdo submetidas a

reagdo de Immunoblotting.

4.10 Immunoblotting para deteccao de anticorpos IgE e IgG4 especificos

Primeiramente as tiras foram bloqueadas com PBS-T acrescida de leite desnatado a 2%
por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as tiras utilizadas para detectar a
reatividade de anticorpos IgE foram incubadas com amostras de soros diluidas em PBS-T
acrescida de leite desnatado a 1% (PBS-T-M), na diluicdo de 1:2 para detec¢do de anticorpos
da classe IgE overnight a 4°C, sob agitacao lenta. Apds cada etapa da reagdo, as tiras foram

lavadas com PBS-T por 5 vezes durante 5 min. Em seguida, as tiras foram incubadas com
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anticorpo secundario anti-IgE humano biotinilado (1:500), diluidos em PBS-T-M por 2 h a
temperatura ambiente. Apds novas lavagens, as tiras foram incubadas com o complexo
estreptavidina-peroxidase (HRP, Dako Corporation, Carpinteria, EUA) diluido a 1:500 em
PBS-T-M por 1 h a temperatura ambiente. Apos a etapa de lavagem final, as bandas foram
visualizadas através da revelacao por DAB (3’3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina, Sigma-
Aldrich), e entdo as tiras foram digitalizadas em equipamento ChemiDoc™ XRS+ System e

analisados em software Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA).

A fim de avaliar a reatividade de anticorpos IgG4, as tiras foram incubadas com amostras
de soros diluidas em PBS-T-M, na dilui¢do de 1:5 para deteccdo de anticorpos da classe IgG4
overnight a 4°C, sob agitagdo lenta. Apds cada etapa da reacdo, as tiras foram lavadas com
PBS-T por 5 vezes durante 5 min. Em seguida, as tiras foram incubadas com anticorpo
secundario anti-IgG4 humano biotinilado (1:1000), diluidos em PBS-T-M por 2 h a temperatura
ambiente. Apds novas lavagens, as tiras foram incubadas com o complexo estreptavidina-
peroxidase (HRP, Dako Corporation, Carpinteria, EUA) diluido a 1: 500 em PBS-T-M por 1 h
a temperatura ambiente. Apos a etapa de lavagem final, as bandas foram visualizadas através
da revelacdo por DAB (3’3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina, Sigma-Aldrich), e entdo as
tiras foram digitalizadas em equipamento ChemiDoc™ XRS+ System e analisados em software

Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA).

4.11 Analise estatistica

A analise estatistica do trabalho foi realizada através do software GraphPad Prism
versao 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Foi utilizado o teste de Chi-quadrado
(x2) ou teste exato de Fisher, quando apropriado, a fim de analisar género, TCP e diagnostico.
As frequéncias das bandas antigénicas reconhecidas pelos anticorpos séricos nos géis foram
submetidas a analises comparativas entre duas proporgdes pela estatistica Z. Foi realizado o
teste de Mann—Whitney para avaliar idade, tamanho médio das papulas e o teste de ELISA.

Todos os resultados foram considerados significativos a um nivel de significancia de P <0,05.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacio demografica e clinica dos pacientes

Os individuos foram divididos em dois grupos, o grupo atdpico (AT) e o grupo ndo atdpico
(NAT) de acordo com resultados do TCP e do teste de ELISA para anticorpos da classe IgE.
As caracteristicas demograficas e clinicas dos individuos incluidos no estudo estdo

demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes.

Aspecto Atopicos Nao- atopicos Valor de P
n 46 16
Género <0,000] ****2
Masculino 20 (43,4%) 2 (12,5%)
Feminino 26 (56,6%) 14 (87,5%)
Idade 0,1469°
Mediana 29,5 (18-57) 21 (20-57)
Papula (mM) <0,0001%%**%*d
Lm* 11 0
TCP <0,000] ****a
Positivo 44 (95.6%) 0 (0%)
Negativo 2 (4.4%) 16 (100%)
Diagnéstico Clinico <0,000] ****a
Rinite 11 (23,9%) 7 (43,7%)
Rinite e conjuntivite 33 (71,7%) 0
Rinite, asma e 1(2,2%) 0
conjuntivite
Nenhum 1(2,2%) 9 (56,3%)

L. multiflorum (Lm), Teste cutdneo de puntura (TCP), * p <0,05, **** p <0,0001, * Teste Chi-quadrado (%2) ou
teste exato de Fisher, quando apropriado; ® Teste de Mann—Whitney;

O grupo de pacientes AT foi representado por 43,4% de individuos do sexo masculino,
enquanto a frequéncia de individuos do sexo feminino foi de 56,6%. O grupo NAT esta
representado por 12,5% de individuos do sexo masculino, enquanto o grupo de individuos do

sexo feminino estd majoritariamente representado com 87,5%, apresentando diferenca
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significativa entre os grupos (p <0,0001). A mediana de idade do grupo AT foi de 29,5 anos
com intervalo de 18 a 57 anos de idade, enquanto o grupo NAT apresentou mediana de 21 anos

com intervalo de 20 a 57 anos de idade, porém ndo houve diferenga estatistica entre os grupos

(p=0,1469).

A fim de determinar a reatividade ao extrato de polens de Lm foi realizado o TCP dos
pacientes. No grupo de individuos AT, 95,6 % dos individuos apresentaram positividade ao
teste, enquanto o grupo NAT, todos os individuos foram negativos quando submetidos ao

extrato de Lm.

Posteriormente, os individuos foram submetidos ao teste de diagndstico pelo
questionario ISAC (Anexo 2 e 3) e andlise clinica. No grupo AT 23,9% dos individuos foram
diagnosticados com rinite, enquanto o diagnostico de rinite e conjuntive foi o diagndstico mais
comum com 71,7%, asma, rinite e conjuntivite ¢ nenhum, ambos foram os menos prevalentes
com 2,2%. No grupo NAT, 43,7% dos individuos foram diagnosticados com rinite, enquanto

56,3% ndo apresentaram nenhuma patologia avaliada.

5.2. Dosagem proteica
A concentragao proteica do extrato S1 e da fragdo S2 revelou uma concentragao de 2000

ug/mL no extrato S1 enquanto na fracdo S2 foi encontrada uma concentragdo de 300 pg/mL.

5.3. Cromatografia de troca i6nica

As amostras eluidas apos a cromatografia de Troca [0onica em coluna CM (carboximetil)
Sepharose foram analisadas em relagdo a absorbancia a 280 nm, conforme ilustrada na figura
2. No pico 1 estdo representadas as amostras que foram eluidas por nio se ligaram a coluna
CM Sepharose, ja no pico 2 (tubos 10 a 13) sdo demonstradas as amostras que se ligaram na
coluna e foram eluidas a 200 mM de NaCl, até que atingisse o valor basal da coluna. Em 3 esta
demonstrado as proteinas que foram eluidas a 200 mM de NaCl, mas que ndo foram utilizadas,

devido a baixa concentracdo proteica.



40

. 0.08-
£
c
S  0.06-
Q8
©
S 0.04-
c
«T
2
5 0.02-
(72]
<
0.00 : I l l
0 5 10 15 20

Tubos coletados

Figura 2: Cromatografia de troca idnica em coluna CM (carboximetil) Sepharose. Pico 1, estdo representadas as
proteinas ndo ligadas (VOID) a coluna; Pico 2 estio representadas as amostras da fracao eluidas a 200 mM de
NaCl que foram utilizadas. Em 3 estio representadas as amostras da frag¢do eluidas a 200 mM de NaCl que ndo
foram utilizadas. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 280 nm. Os valores de absorbancia estdo
expressos em Densidade Optica (D.O.).

5.4. Perfil eletroforético do extrato S1 e da fracdo S2 separados por eletroforese

O perfil de bandas de extrato S1 e da fracdo S2 foi analisado por meio de eletroforese
unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 14% e corado com Coomassie blue.
As principais bandas identificadas no extrato S1 foram de 145, 102, 79, 69, 58, 47, 43, 38, 36,
32, 29, 26, 24, 18, 17 ¢ 12 kDa, em que as bandas de 58, 32 e 12 kDa se destacaram pela
intensidade. Por outro lado, a fracdo S2 quando submetida a SDS-PAGE a 14% e corada com
Coomassie blue revelou as bandas de 69, 58, 47, 43, 36, 32, 29 e 12 kDa, com destaque para a

banda de 32 kDa, como pode ser visto na figura 3.
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Figura 3. Perfil eletroforético em SDS-PAGE a 14%, corados por Coomassie blue. (1) Linha 1, padrdo de peso
molecular em kiloDaltons (kDa); (2) Linha 2, extrato total do polen de Lolium multiflorum (S1), (3) Linha 3, frago
de L. multiflorum eluida a 200 mM de NaCl por cromatografia de troca ionica (S2).

5.5. Niveis de anticorpos da classe IgE especificos ao extrato S1 e fraciao S2

Para avaliar o perfil de reatividade de anticorpos da classe IgE frente ao extrato S1 e a

fracao S2, foi realizado o teste de ELISA com o soro de pacientes AT (n=46) e NAT (n = 16),
(figura 4).

Os niveis de anticorpos da classe IgE foram significativamente maiores (p< 0,0001), em
soros de individuos AT (mediana = 1,18; positividade de 100%), quando comparados a soros
de individuos NAT (mediana = 0,15; positividade de 0%) frente ao extrato S1. Todos os
individuos NAT apresentaram niveis de anticorpos da classe IgE abaixo do limite de

positividade (0,2). Da mesma forma, na fragdo S2, os niveis de anticorpos da classe IgE foram
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significativamente maiores (p< 0,0001) em soros de individuos AT (mediana = 1,19;
positividade de 95,6%), quando comparados aos soros de individuos NAT (mediana = 0,09;
positividade de 0%). Assim, todos os pacientes AT foram IgE-positivos enquanto que 4,4%
(46/2) destes pacientes foram IgE-negativos a fracdo S2. No entanto, como mostrado na Figura
4C, uma forte correlagdo (r = 0,9482; p < 0,0001) foi encontrada quando se comparou a
reatividade dos anticorpos IgE séricos ao extrato S1 e a fragdo S2 de todos os individuos, AT e

NAT, por meio do teste de ELISA.
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Figura 4. Niveis séricos de anticorpos IgE especificos ao extrato total de polens de Lolium multiflorum (Lm) (S1)
e a fracdo de Lm (S2), determinados por ELISA, em individuos atopicos (AT) e ndo-atopicos (NAT) estdo
representados em (A) e (B), respectivamente. Em (C) ¢ demonstrada a correlagéo entre os niveis de anticorpos IgE
especificos ao extrato total (S1) e a fragdo (S2). Os valores estio expressos em Densidade Optica (D.O.). As
diferencas entre os grupos foram analisadas por meio do teste Mann-Whitney. A correlacdo foi analisada pelo teste
de Spearman. As barras horizontais indicam a mediana e a linha tracejada indica o valor do cut-0ff (0,2). Os valores
de “p” foram considerados significativos quando < 0,05 (****p< 0,0001).
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5.6. Niveis de anticorpos da subclasse IgG4 especificos ao extrato S1 e a fraciao S2

Para avaliar o perfil de reatividade de anticorpos da subclasse IgG4 frente ao extrato S1
e a fracao S2, foi realizado o teste de ELISA no soro de pacientes AT (44) e NAT (12), devido
a insuficiéncia de soros biologicos de alguns individuos, os resultados da andlise estdo

demonstrados na figura 5.

Os niveis de anticorpos da subclasse IgG4 especificos ao extrato S1 foram
significativamente maiores (p = 0,0019), em soros de individuos AT (mediana = 0,68) quando
comparados a soros de individuos NAT (mediana = 0,28). Da mesma forma, os niveis de
anticorpos da subclasse 1gG4 especificos a fracdo S2 foram significativamente maiores (p =
0,0173) em soros de individuos AT (mediana = 0,77) quando comparados aos soros de
individuos NAT (mediana = 0,32). Da forma similar aos resultados obtidos para anticorpos IgE,
também foi mostrado conforme figura 5C, uma forte correlacdo (r = 0,9216) quando se
comparou a reatividade dos anticorpos IgG4 séricos ao extrato S1 e a fracdo S2 pelo teste

ELISA, incluindo todos os individuos AT e NAT, avaliados para IgG4.
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Figura 5. Niveis séricos de anticorpos da subclasse IgG4 especificos ao extrato total de polens de L. multiflorum
(S1) e a sua fracdo (S2), avaliados por ELISA, em individuos atopicos (AT) e ndo-atdpicos (NAT) estdo
demonstrados em (A) e (B), respectivamente. Em (C) estd mostrada a correlagdo entre os niveis de anticorpos
IgG4 especificos ao extrato total S1 e a fragdo S2. Os valores estdo expressos em densidade optica (D.O.). As
diferencas entre os grupos foram analisadas por meio do teste Mann-Whitney. A correlagdo foi analisada pelo
coeficiente de Spearman. As barras horizontais indicam a mediana e a linha tracejada indicam o valor do cut-off’
(0,2). Os valores de “p” foram considerados significativos quando < 0,05 (*p <0,05; **p< 0,01).
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5.7. Perfil de reatividade de anticorpos IgE aos componentes alergénicos do extrato S1 e
da fracio S2 separados por eletroforese

A andlise de reatividade dos anticorpos IgE especificos aos componentes tanto do
extrato S1 quanto da fracdo S2 foi feita, por immunoblotting, em 35 soros de individuos do
grupo AT divididos em 7 pools constituidos por 5 soros cada, classificados progressivamente
de acordo com a D.O. individual obtida por ELISA e 1 pool com 5 soros de individuos do grupo
NAT. As imagens representativas do immunoblotting para a reatividade de anticorpos da classe
IgE em trés pools de soros de pacientes AT e em um pool de soro de individuos NAT dirigida
contra os componentes do extrato S1 e da fragdo S2 estdo demonstradas, respectivamente, na
Figura 6A e Figura 6B. Os soros de individuos do grupo NAT ndo mostraram nenhuma

reatividade de IgE frente ao extrato S1 e a fragdo S2.
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Figura 6. Reatividade de anticorpos séricos IgE por immunoblotting frente aos componentes do extrato S1 (Figura
6A) e da fragdo S2 (Figura 6B). Na coluna 1, padrdo de peso molecular (PM) em kDa. As colunas 2-4 representam
a reatividade de IgE frente aos pools de soros de pacientes do grupo AT; a coluna 5 representa a reatividade de
IgE frente ao pool de soros de individuos do grupo NAT.

A frequéncia de reatividade aos anticorpos IgE em 7 pools de soros de pacientes atopicos

frente ao extrato S1 e a fragdo S2 avaliada esta representada graficamente na figura 7. A banda
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de 32 kDa foi o componente com maior reatividade a IgE, tanto em S1 quanto em S2, sendo
reconhecida em 100% dos pools de soros, seguida da banda de 69 kDa reconhecida em 86%
(7/6) dos pools de soros. Outros componentes com amplo reconhecimento foram as bandas de
58 kDa (57% em S1 e 42% em S2), 38 kDa (71% em S1 e 57% em S2), 29 e 26 kDa (57% em
S1 e 71% em S2) e 12 kDa (57% em S1 e 29% em S2). Ainda tiveram reconhecimento as
bandas de 145 kDa (29% em S1 e 0% em S2), 79 kDa (14% em S1 e 14% em S2), 36 (0% em
S1e 14% em S2),e 17 kDa (14% em S1 e 14% em S2).

100 M

80 - [ ] s2

% de reconhecimento IgE

12 18 24 26 29 32 36 38 58 69 79 145

Peso molecular relativo (kDa)

Figura 7. Frequéncia (%) de reatividade de cada um dos componentes do extrato total de polens Lolium
multiflorum (S1) e da fragdo S2 reconhecidos pelos anticorpos da classe IgE nos soros de pacientes atopicos (n =
35, testados em 7 pools constituidos por 5 soros cada, analisados por immunoblotting. A linha tracejada indica
50% de reconhecimento.

5.8. Perfil de reatividade de anticorpos IgG4 a alérgenos do extrato S1 e da fracao S2
separados por eletroforese

A fim de analisar o perfil de reatividade dos anticorpos séricos 1gG4 especificos frente
aos componentes do extrato S1 e da fragdo S2, um pool constituido por 10 soros de pacientes
atopicos e um pool controle com 5 soros de individuos ndo atdpicos negativos tanto para IgE

quanto para [gG4 frente a S1 e S2 de acordo com o teste de Elisa foi testado por immunoblotting.
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O ensaio revelou reatividade de IgG4 frente as bandas de 69, 58, 36, 32, 29, 26, 18-17
e 12 kDa na membrana carregada com S1. J4 a membrana carregada com S2 revelou reatividade
de IgG4 frente as todas as bandas obtidas com o extrato S1, exceto as bandas de 26 e 18 kDa,

além de uma banda de 43 kDa, conforme mostrado na figura 8.
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Figura 8. Reatividade de anticorpos séricos 1gG4 por immunoblotting frente aos componentes do extrato S1 e a
fracdo S2. Em 2 e 4, immunoblotting-1gG4 utilizando o extrato S1 e a fragdo S2, respectivamente, frente a um
pool de soros do grupo AT. Em 3 e 5, um pool de soros negativos frente ao extrato total S1 e a fracdo S2,
respectivamente. O peso molecular (PM) relativo em kDa esta demonstrado na vertical a esquerda na coluna 1.
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6. Discussao

Os estudos com alergia a Lolium multiflorum ainda sao raros, ao se considerar que esta
planta ¢ uma das mais importantes fontes de alérgenos como causadora de rinite alérgica
sazonal no sul do Brasil (BERNARDES et al., 2010). Desta maneira, ¢ importante conhecer
melhor a resposta imune induzida por esta graminea, que tem ocasionado sensibilizagdo
alergénica em muitos individuos, levando ao desenvolvimento de condigdes patologicas, com
a finalidade de se desenvolver ferramentas para o diagndstico, monitoramento e tratamento

especifico usando extratos alergénicos derivados de L. multiflorum.

Neste estudo, foi buscado caracterizar os alérgenos principais desta graminea. Os
pacientes foram divididos em dois grupos, atdpicos (AT) e ndo-atdpicos (NAT) de acordo com
os resultados no teste de ELISA para dosagem de anticorpos da classe IgE especificos ao extrato
de polens de L. multiflorum. Como era esperado, a maioria dos AT apresentaram positividade
no Teste Cutaneo de Puntura (TCP) frente ao extrato de L. multiflorum, sendo comum
encontrarmos em uma minoria de pacientes atopicos valores de apresentarem TCP negativos,
apesar de que a literatura afirme que a sensibilidade e especificidade do teste possa variar com
o aumento da concentragdo do alérgeno aplicado no paciente (WAGNER; RUDERT, 2019).
Uma possibilidade para este resultado seria que a concentracdo de antigeno aplicada para esses
pacientes possa ter sido insuficiente. Porém, mais do que isto, poderiamos interpretar que esta
minoria de pacientes apresentou TCP negativo, pois eles podem estar apresentando rinite ou
asma ndo mediada por anticorpos IgE. Contudo, isto ndo ocorreu em nossos pacientes com TCP
negativos, uma vez que mesmo nestes pacientes foi possivel detectar anticorpos IgE pela técnica
de ELISA. Assim, o exame sorologico teve sensibilidade superior ao TCP. Por outro lado, o
extrato alergénico total de Lm empregado no teste alérgico apresentou alta especificidade desde
que nenhum individuo do grupo NAT apresentou reatividade no TCP ou no teste ELISA para
a deteccdo sérica de anticorpos IgE. Assim, quase todos os nossos pacientes do grupo AT
apresentaram doencas alérgicas (rinite alérgica, asma e/ou conjuntivite) mediada por anticorpos

IgE especificos a alérgenos de polen de Lm.

A imunoglobulina E ¢ conhecida hoje como o anticorpo menos abundante no plasma
(100 ng/mL) tem papel fundamental na sensibilizacdo alérgica e nos distlrbios atdpicos, como
arinite alérgica, a asma e a dermatite atdpica, desempenhando papel fundamental nos primeiros
60 minutos apos o contato com o alérgeno. No plasma a meia vida da IgE ¢ de cerca de 1 dia,
entretanto, quando ha a ligacdo deste anticorpo a receptores Fc-epsilon RI (alta

afinidade) presentes em mastdcitos, pode durar meses, o que favorece o desencadeamento da
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resposta alérgica, mesmo para antigenos sazonais. Além disso, pesquisas revelam que existe
uma estreita correlagdo entre a “sensibilizacdo alérgica”, a producdo de anticorpos IgE
especificos para aeroalérgenos detectados por testes cutaneos ou medi¢ao direta de IgE e o
desenvolvimento de asma em criangas de até 6 anos de idade, inferindo que a producgao de IgE
pode levar a doengas alérgicas em individuos atopicos (GODWIN; CRANE, 2019; OETTGEN,
2016; STOLTZ et al., 2013).

Em relagdo ao diagndstico dos pacientes atopicos, a maioria dos pacientes apresentaram
rinite € conjuntivite ou apenas rinite. A grande quantidade de pacientes com essas patologias
provavelmente estd associada com o bem-estar diminuido dos individuos adultos e criangas que
relatam que a doenca afeta relativamente a sua qualidade de vida com sintomas como congestao
nasal, espirros, rinorréia, prurido nasal e/ou ocular, dentre outros (MELTZER, 2016;
MELTZER et al., 2009). Além disso, a qualidade de sono dos individuos adultos alérgicos ¢
majoritariamente afetada pela doencga, sendo que um estudo demonstrou haver um excesso de
micro despertares durante o sono, afetando sua qualidade e produtividade durante o dia (LAVIE

etal., 1981).

Adicionalmente, tem sido demonstrada que a rinite alérgica coexiste com a asma em até
38% dos casos, aumentando a gravidade dos sintomas (CAMARGOS et al., 2002) ao contrario
de nosso grupo de pacientes AT que apenas 2% apresentaram concomitantemente asma. Na
maioria das vezes, em especial as doencas alérgicas respiratorias causadas por alérgenos
perenes, o receio de evoluir para a asma pode ser um fato que levam os pacientes com rinite
alérgica uma maior procura por centros de tratamento em busca de melhora de seu quadro

clinico.

Uma parte substancial do grupo NAT foi diagnosticada com rinite, entretanto foram
negativos para o TCP bem como para anticorpos IgE especificos no teste de ELISA contra L.
multiflorum. De todos os individuos NAT com sintomas apenas 1 foi positivo para o TCP frente
a outros extratos alergénicos testados, a saber, aos extratos de 4caros da poeira domiciliar, quais
sejam, Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae € Blomia tropicalis (dados nao mostrados),
0 que ¢ uma das causas mais comuns de sensibiliza¢cdo aeroalergénica (ROBERTS et al., 2005;
TIL-PEREZ et al., 2019). Nesse sentido, muitas pessoas podem apresentar sintomas de rinite
sem sensibilizagdo a alérgenos e estima-se que 200 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem
de rinite ndo alérgica, ou seja, sintomas de rinite desencadeados por um mecanismo

independente de IgE (BOUSQUET et al., 2008).
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Dentre os tipos de rinite ndo-alérgica podem ser citados a rinite senil, que atinge idosos
acima de 65 anos de idade, que podem apresentar diminui¢do da eficicia do sistema imune e
aumento dos niveis de IgE total ou ainda um estado que outros autores denominam como
inflammaging, que € um estado cronico de inflamag¢ao (HELLINGS et al., 2017; VENTURA et
al., 2012). Outro tipo ¢ a rinite gustativa, a qual tem como principal caracteristica a rinorréia
apods a ingestao alimentos quentes e picantes. Estudos sugerem que os sintomas decorram de
um mecanismo reflexo puramente neurogénico, no entanto um estudo mostrou maior propensao
de rinite gustativa em pacientes com historico de rinite alérgica e tabagismo (SETTIPANE,

2011; WAIBEL; CHANG, 2008).

Hé ainda outros tipos de rinite, como a rinite hormonal que afeta mulheres devido a
alteracdes hormonais no ciclo menstrual, gravidez ou menopausa, e até durante distirbios
endocrinos como hipotireoidismo, sdo frequentemente associados a doenga. Durante a gravidez
os sintomas tendem a ser mais evidentes a partir do primeiro trimestre, e ficar mais evidentes a
medida que a gesta¢do progride. Pesquisas relatam que a progesterona induz diminuicdo de
receptores adrenérgicos al e o estrogénio leva a um aumento de receptores muscarinicos, além
disso os hormonios femininos levam ao aumento da adesao de eosindfilos ao epitélio nasal.
Esses resultados em conjunto podem agravar os sintomas, levando a um estado de maior
infiltragdo de células ou mudando temporariamente a densidade dos receptores dos nervos

locais (HAMANO et al., 1998; HELLINGS et al., 2017).

Além disso, ainda se destaca a rinite ocupacional, que € proveniente das particulas do
ambiente de trabalho. Nesse caso diversas particulas levam a inflamacdo das vias aéreas
superiores. Muitos dos agentes decorrentes do trabalho tém capacidade de sensibilizagdo como
graos e polens. Para aqueles alérgenos que possuem alto peso molecular, o mecanismo de
sensibilizacdao ¢ semelhante ao ja conhecido na alergia. Os agentes de baixo peso molecular,
por sua vez, ndo possuem capacidade imunogénica e devem antes de tudo se associar com
proteinas carreadoras como albumina e queratina, formando complexo hapteno-proteina.
Contudo, muitos desses agentes ndo induzem resposta IgE especifica, como ¢ o caso dos
isocianatos, que ainda assim levam a sintomas semelhantes a rinite alérgica. Nestes casos,
anticorpos da classe IgG bem como neutrofilos e eosinédfilos podem ter papel na patologia da
doenca. Essa diferenca na resposta pode estar relacionada as diferentes maneiras pelas quais os
conjugados de hapteno-proteinas sdo processados pelas APCs. Quando os conjugados sdo
processados de forma intracelular, sdo apresentados por moléculas MHC-I e reconhecidas pelas

células T CD8". No entanto, os complexos podem escapar do processamento enddgeno, e serem
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apresentados por moléculas de MHC-II em células T CD4" que podem se desenvolver em uma
subpopulagdo Thl ou Th2, levando a producdo de suas respectivas citocinas (IFN-y pelas
células Thl; IL-4, IL-5, 1110, IL-13 pelas células Th2), as quais agem em células B para
induzirem mudanca de isotipo de anticorpos (IFN-y para a sintese de IgG; IL-4 e IL-13 para a
sintese de IgE). Hé ainda outros tipos de rinites ndo alérgicas que podem ser citadas como rinite
induzida por drogas e rinite idiopatica (HELLINGS et al., 2017; HOX et al., 2014; PARK et
al., 2002).

A fim de avaliar o perfil de bandas do extrato proteico de L. multiflorum (S1), apos a
extracdo alergénica, foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O perfil
eletroforético foi semelhante ao encontrado em estudos prévios do nosso grupo (BERNARDES
et al., 2010; MOREIRA et al., 2015). De todas as bandas detectadas, as bandas de 12, 32 e 58
kDa, foram as bandas com maior intensidade, com maior destaque para a banda de 32 kDa.
Com base nisso a literatura sugere que as principais bandas com peso molecular relativo
aproximado de 30 kDa em gramineas sao glicoproteinas com cerca de 5% de carboidratos e que
tem reatividade a anticorpos da classe IgE em até 95% dos individuos alérgicos. Estes
componentes sdo proteinas do grupo 1, como as -expansinas, as quais sdo caracterizadas como
proteases relacionadas a papaina (GROBE et al., 1999; JIN et al., 2006; PACHARN et al.,
2019).

Por esta razdo, buscou-se na literatura uma metodologia com capacidade de isolamento
dessas (-expansinas em polens. Neste sentido, foi realizado um protocolo de extra¢do de [3-
expansinas para membros da familia Poaceae (LI et al., 2003) baseado na cromatografia de
troca i0nica. Esta técnica ¢ amplamente utilizada para a separagdo de moléculas com carga
diferenciada, que sdo concentradas durante a ligagcdo a coluna e depois coletadas em uma forma
concentrada e purificada (KOSANOVIC et al, 2017). Na presente analise, utilizamos
crescentes concentragdes de NaCl em tampdo acido para determinar a concentragdo 6tima de
eluicdo das amostras (dados ndo mostrados)., que ¢ um passo habitualmente utilizado no
processo, como ja realizado por diversos autores (ADAMIKOVA; ANTOSOVA;
POLAKOVIC, 2019; LI et al., 2003). Apés determinagdo da concentragdo de NaCl para o
tampao de eluigdo, as amostras coletadas foram lidas em espectrofotdmetro para determinar os
valores méaximos de absorbancia. Semelhantemente ao extrato S1, a fracdo S2 também foi
submetida a SDS-PAGE, para o perfil eletroforético ser avaliado, revelando que a banda de 32

kDa era nitidamente a mais intensa e que o protocolo utilizado foi eficaz para seu isolamento.
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Quando foram comparados os niveis de anticorpos das classes IgE, de todos os
individuos, frente ao extrato S1 ¢ a fragdo S2, ndo foram observadas diferengas estatisticas,
embora dois individuos com D.O. positivos para S1, tenham sido negativos para S2. Por isso,
interpretamos que a cromatografia de troca i6nica, tenha isolado os alérgenos principais de L.
multiflorum, mas se na fracdo S2 continua ou ndo existindo componentes responsaveis por
reatividades cruzadas ainda necessitam de futuras elucidacdes, uma vez que as nossas
observagoes anteriores tém demonstrado que L. multiflorum apresenta alta reatividade cruzada
com diversas outras gramineas, tais como Phleum pratense ¢ Cynodon dactylon (MOREIRA et

al., 2015).

Para estabelecer o perfil de reatividade do extrato S1 e da fragcdo S2 foi realizado a
técnica de Immunoblotting. As bandas de peso molecular relativo de 12, 26, 29, 32, 39, 58 ¢ 69
kDa foram as mais reativas nos pools de soros de individuos atopicos frente a S1, todas com
mais de 50% de reatividade a anticorpos da classe IgE, com maior destaque para a banda de 32
kDa, que se ligou a 100% dos soros dos pacientes alérgicos, sugerindo a sua grande importancia.
Da mesma forma, a banda de 32 KDa, na fragao S2, obteve a mesma impressionante reatividade
a anticorpos da classe IgE em soros dos individuos alérgicos. Com destaque ainda para a
reatividade da banda de 58 kDa no pool 1, e também outros componentes importantes como as
bandas de 26, 29, 39 ¢ 69 kDa, todas também com reconhecimento acima de 50% em soros dos
pacientes alérgicos. Estudos prévios ja demonstraram que as glicoproteinas com peso molecular
variando de 25 a 37 kDa, pertencentes aos alérgenos do grupo 1 e 5 sdo as moléculas mais
reativas envolvendo anticorpos da classe IgE em extratos de polens de gramineas da familia
Poaceae como Lolium multiflorum, Lolium perenne, Phleum pratense e Poa pratensis
(MANDUZIO et al.,, 2012;MOREIRA et al., 2015). Portanto, podemos sustentar que a
cromatografia de troca i6nica foi capaz de isolar os principais alérgenos derivados de L.
multiflorum, e que os alérgenos menores ou irrelevantes nao se ligaram a coluna e, entdo, esses
componentes sem relevancia clinica estavam ausentes na fragdo S2. A fragdo isolada S2 pode
ser considerada mais adequada do que S1 (extrato total), tanto para o seu emprego no
diagnostico in vivo (TCP), in vitro (IgE sérica especifica) bem como para ser utilizada na
imunoterapia especifica com alérgenos (ITE), uma vez que a S2 foi capaz de manter a

sensibilidade e especificidade no ensaio ELISA para deteccdo de anticorpos da classe IgE.

Nao hé davidas de que as B-expansinas sdo o principal grupo de alérgenos de polen do
grupo 1. Neste contexto, recentemente, Pacharn et al. (2019) identificaram duas isoformas de

Cynd 1, uma B-expansina com cerca de 29-30 kDa de Cynodon dactylon (grama Bermuda) por
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espectrometria de massas (LC-MS/MS) como o principal alérgeno em pacientes com rinite
alérgica em regides subtropicais, e na reatividade cruzada com outras gramineas da mesma
regido (PACHARN et al., 2019). Outra pesquisa realizada em coorte na Suécia, os autores
também demonstraram duas B-expansinas, Phl p 1 e Cyn d 1, como os principais alérgenos

sensibilizantes envolvidos na rinite alérgica em questao (STERNER et al., 2019).

O uso de extrato total de alérgenos como acaros e polens ¢ comumente utilizado tanto
no diagnoéstico quanto na ITE. Entretanto, este Gltimo ¢ um tipo de tratamento que envolve
administracao prolongada por 3 a 5 anos de doses de manutencao contendo extratos alergénicos,
apresentando assim risco de ocasionar diversas reagdes adversas. Por isso, nos ultimos anos,
estudos t€ém demonstrado que o uso de peptideos e proteinas purificadas também tem grande
eficacia, na ITE, € promovem um aumento de células T-reg FOXP3" produtoras de IL-10, que
sao fundamentais no tratamento, pois a citocina IL-10 estimula a mudanca da sintese de classe
de anticorpo em células B, levando a uma maior produgdo de anticorpos da subclasse IgG4, os
quais apresentam a fun¢do de bloquear a resposta alérgica por meio da competi¢do com 0s

anticorpos da classe IgE (BOONPIYATHAD et al., 2019; COX, 2017; MOSGES et al., 2018).

Por outro lado, a ITE leva ao aumento inicial de anticorpos da classe IgE nos primeiros
meses de tratamento, que tendem a diminuir ao logo do tempo (SHAMIJI et al., 2017). Recentes
estudos t€ém demonstrado que peptideos purificados tem uma menor capacidade de ligacdo a
anticorpos da classe IgE e menor reatividade a baséfilos e mastocitos, levando a melhoria nos
sintomas e reagoes adversas, que podem favorecer o tratamento e a sua adesao dos individuos
alérgicos. Contudo, ainda sdo necessarios estudos que comprovem a eficicia das proteinas

purificadas na ITE (ELLIS et al., 2017; SHAMJI et al., 2018).

Como ja mencionado aqui neste estudo, tem sido proposto a avaliagdo dos niveis de
IgG4 no soro para o monitoramento da ITE como um parametro objetivo (TAKETOMI et al.,
2017). J& € conhecido que a IgG4 compete com anticorpos IgE especificos pelos sitios de
ligacdo dos receptores de alta afinidade a IgE (Fc €RI) em mastocitos e basoéfilos, levando a
uma diminui¢ao da degranulacdo de mediadores inflamatorios, entretanto tem sido controversos
os estudos de que IgG4 pode reduzir os sintomas na rinite desencadeada por polens (GEHLHAR
etal., 1999; GOMEZ et al., 2015; SHAMJI et al., 2017). Uma pesquisa revelou que o aumento
nos niveis de anticorpos IgG induzidos por ITE com alérgenos modificados levam a uma
redugdo da sensibilidade da mucosa nasal frente a alérgenos de polen durante a estacdo de

florescimento (REISINGER et al., 2005). Um outro trabalho recente, demonstrou que 1gG4
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especifica induzida por ITE ao pélen , estd associada a indug@o de anticorpos locais (nasais) e
funcionais que inibem a ligacao facilitada do complexo IgE-alérgeno em receptores de baixa
afinidade a IgE, CD23, em c¢lulas B, na mucosa nasal (SHAMIJIet al., 2019). Dessa maneira,
fica claro que os anticorpos IgG4 desempenham um papel regulatorio importante na alergia a

polens de gramineas.

Assim, com base nos dados de IgE, decidimos testar se a fragdo S2 seria uma melhor
candidata do que S1 para ser indicada para a imunoterapia especifica com alérgenos, ja que a
fragdo S2 ndo possui muitos componentes sem relevancia clinica comparado ao extrato total S1
de Lm. Para isso, avaliamos, por ELISA e Immunoblotting, a reatividade de anticorpos IgG4
dos soros dos pacientes AT e NAT frente ao extrato S1 e a fragdo S2. O teste de ELISA
demonstrou que os soros contendo anticorpos IgG4 reagiram de forma semelhante tanto frente
ao extrato total S1 quanto a fracdo S2, mostrando que ambos os extratos sdo eficazes na
detecgdo de anticorpos bloqueadores especificos. Da mesma forma, o Immunoblotting revelou
reatividade da banda de 32 kDa presentes em S1 e S2 comparavel com os anticorpos 1gG4,
demonstrando que a fragdo S2 possivelmente possa ser utilizado no imunoterapia especifica de

pacientes alérgicos a L. multiflorum.

Em suma, demonstramos que a fracdo S2 isolada neste estudo ¢ tdo eficaz quanto o
extrato total S1 na deteccdo de individuos atopicos, e que a banda de 32 kDa ¢ o componente
mais alergénico e imunogénico observada na resposta alérgica induzida por L. multiflorum,
seguida da banda de 69 kDa e também da banda de 58 kDa, a qual pontualmente, foi bastante
reativa. Os nossos dados confirmam a importancia desses componentes na sensibiliza¢do por
polens, demonstrando serem os alérgenos principais na inducdo da resposta alérgica
desencadeada por polens dessa graminea. Conforme relatado neste estudo, o uso do extrato total
derivado de gramineas deve ser substituido por outros extratos naturais, sintéticos ou
recombinantes contendo predominantemente componentes imunodominantes € a0 mesmo
tempo serem desprovidos de componentes sem relevancia clinica. Neste sentido, estudos
importantes tém embasado associacdes de especialidades em todo o mundo para que haja

recomendacao de novas alternativas como estratégia terapéutica.

Desta forma, os achados deste estudo in vitro permitem novos avancos no diagndstico
e fornece subsidios importantes para que a fracdo S2 seja utilizada no tratamento de individuos
alérgicos a L. multiflorum em substituicdo ao extrato total. Estudos adicionais com essa
graminea empregando extrato total e a fracdo isolada neste trabalho devem ser realizados em

futuro breve, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida de pacientes com polinose,
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conferindo-lhes eficicia terapéutica e concomitantemente, minimizando os efeitos adversos,
incluindo novas sensibilizagdes alergénicas a componentes anteriormente considerados

irrelevantes.
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7. Conclusoes

e A cromatografia de troca ionica foi eficaz no isolamento de uma fragao eluida a 200
mM de NaCl (S2) contendo os principais componentes de relevancia de clinica em
pacientes sensibilizados a alérgenos de polens de L. multiflorum quando comparada
com o extrato total de L. multiflorum (S1);

e O extrato S1 e a fragdo S2 foram igualmente eficazes para diferenciar individuos
atopicos e ndo atdpicos ao polen de L. multiflorum,

e A sensibilidade e especificidade do teste ELISA na detec¢do de anticorpos da classe
IgE especificos frente a S1 e S2 foram semelhantes;

e A banda de 32 kDa presente em ambos os extratos, S1 e S2, foi o principal
componente imunodominante com reatividade a anticorpos IgE e IgG4 especificos a
polens de Lolium multiflorum.

e A fracdo S2 derivada de Lolium multiflorum, contendo os componentes alergénicos
principais clinicamente relevantes, possa ser uma candidata para ser utilizada em
substitui¢do ao extrato total (S1), tanto para diagndstico in vivo (TCP) ou in vitro

(testes sorologicos) quanto para a imunoterapia especifica com alérgenos.
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Anexos

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Caracterizagdo de
proteinas antigénicas de aeroalérgenos reconhecidas por anticorpos das classes IgE, IgGl e
IgG4 de pacientes com doengas alérgicas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores sob a
responsabilidade dos pesquisadores, e Dr. Ernesto Taketomi da Universidade Federal de
Uberlandia, Dr. Francisco de Assis Machado Vieira, Dr. Arnaldo Carlos Porto Neto da
Faculdade de Medicina IMED, Dr. Nelson Augusto Rosario Filho, e Dr. Herberto Jose Chong
da Universidade Federal do Parana.

Nesta pesquisa, buscamos caracterizar novos componentes proteicos espécie-
especificos com potencial alergénico e imunogénico, que poderdo ser utilizados no
desenvolvimento de novos testes diagnosticos por meio da detec¢do de anticorpos das classes
IgE, 1gG1 e IgG4 de pacientes alérgicos a aeroalérgenos. Serdo coletados 20 mL de sangue (1
colher de sopa) de cada paciente. Nesta pesquisa cada individuo seré distribuido em 2 grupos
diferentes, a saber: I- Atopicos; II — Nao- Atopicos.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pelos pesquisadores Dr.
Francisco de Assis Machado Vieira, Dr. Arnaldo Carlos Porto Neto, Dr. Nelson Augusto
Rosério Filho, e Dr. Herberto Jose Chong pesquisadores, que fardo a coleta do sangue, os quais
sao medicos habilitados para tais fungdes. Vocé € livre para ndo doar seu material bioldgico.

Na sua participacao, voce serd submetido a Teste Cutaneo de Puntura (TCP) e coleta de
20 mL de sangue para purificacdo do soro que serd utilizado posteriormente em testes de
diagnostico de doencas alérgicas. Além disso vocé devera responder ao questionario ISAC, o
qual serd entregue imediatamente apOs seu consentimento. Esse questiondrio podera ser
respondido no ato, ou entregue na consulta de retorno da avaliacao médica.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e
ainda assim a sua identidade serd preservada.

Vocé ndo terd nenhum gasto nem ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos sdo minimos, mas podem ocasionar dor, sangramento ¢ hematoma. Caso isso
acontega, voce sera imediatamente examinado por médicos assistentes e recebera tratamento
adequado. Serdo adotados codigos para evitar que vocé seja identificado. Os pacientes atopicos,
serdo denominados com a sigla AT, seguido uma sequéncia numérica. Os pacientes nao-
atopicos serdo denominados com a sigla NAT, seguido de uma sequéncia numérica. Os
beneficios serdo a identificagdo dos principais componentes que causam as crises alérgicas e
possiveis formas de tratamento.
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Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgagdo dos resultados, vocé também ¢ livre para
solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.

Em caso de qualquer duvida ou reclamagdo a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em
contato com:

Dr. Francisco de Assis Machado Vieira Tel.: (54) 3221-4777

Dr. Ernesto A. Taketomi

Avenida Par4, 1720 Bloco 4C, Campus Umuarama
Universidade Federal de Uberlandia

Uberlandia, MG

Tel.: (034) 3218-2195 / Telefax: (034) 3218-2333

Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres
Humanos na Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n°
2121, bloco A, sala 224, campus Santa Moénica — Uberlandia/MG, 38408-100; telefone: 34-
3239-4131. O CEP ¢ um colegiado independente criado para defender os interesses dos
participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolucdes do Conselho
Nacional de Saude.

Uberlandia, ....... de .ooveeeennnn. de 20.......

Assinatura do(s) pesquisador(es)

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



Assinatura do participante da pesquisa
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Anexo 2

Questionario ISAC- Rinite

Codigo: Data:

SINTOMAS NASAIS

Como foram meus sintomas nesta semana?

1. Obstrucao nasal
0 respiragao livre
1 discreta dificuldade em respirar pelo nariz
2 moderada dificuldade em respirar pelo nariz
3 acentuada dificuldade em respirar pelo nariz
4 respiragao nasal impossivel

2. Prurido nasal (Coceira nasal)

0 nenhum

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante
3. Espirros

0 nenhum

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante

4. Coriza Nasal

0 nenhum

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante

SINTOMAS EXTRA-NASAIS
Como foram meus sintomas nesta semana?

5. Prurido Ocular (Coceira nos olhos)

0 nenhum

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante

6. Hiperemia Ocular (olhos vermelhos)
0 nenhum
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pouco
moderado
importante

muito importante

7. Lacrimejamento nos olhos

0

1
2
3
4

nenhum

pouco

moderado
importante

muito importante

8. Prurido no ouvido (Coceira no ouvido)

0

1
2
3
4

nenhum

pouco

moderado
importante

muito importante

9. Prurido no palato (Coceira no céu da boca)

0

1
2
3
4

nenhum

pouco

moderado
importante

muito importante

73



74

Anexo 3

Questionario ISAC - Asma

Codigo: Data:

Por favor, responda as questoes de 1 a 6.

Circule o numero da resposta que melhor descreve como vocé tem estado
durante os ultimos sete dias.

1. Em média, durante os ultimos sete dias, 0 quao frequentemente vocé
acordou, por causa de sua asma, durante a noite?

nenhuma vez

uma vez

raras vezes

poucas vezes

muitas vezes

muitissimas vezes

incapaz de dormir devido a asma

AN AW~ O

2. Em média, durante os ultimos sete dias, o0 quao ruim foram os seus
sintomas da asma quando vocé acordou de manha?

sem sintomas

sintomas muito leves
sintomas leves

sintomas moderados
sintomas um tanto graves
sintomas graves
sintomas muito graves

NN Bk W~ O

3. Em média, durante os altimos sete dias,0 quao limitado/a vocé esteve
em suas atividades por causa de sua asma?

0 nada limitado/a

1 muito pouco limitado/a

2 pouco limitado/a

3 moderadamente limitado/a
4 muito limitado/a

5 extremamente limitado/a
6 totalmente limitado/a

4. Em média, durante os tltimos sete dias quando de falta de ar vocé
teve?

0 nenhuma
1 muito pouca
2 alguma



3 moderada

4 bastante

5 muita

6 muitissima

5. Em média, durante os tltimos sete dias, quanto tempo vocé teve
chiado?

0 nunca

1 quase nunca

2 pouco tempo

3 algum tempo

4 bastante tempo
5 quase sempre
6 sempre

6. Em média, durante os tltimos sete dias, quantos jatos/ inalagdes da

bombinha de broncodilatador de curta — acio (ex.: Aerolin/Aerogold) vocé

usou por dia? (Se vocé nao tiver certeza em como responder esta
questao, por favor, solicite auxilio)

Nenhuma

1-2 inala¢des na maioria dos dias
3-4 inala¢des na maioria dos dias
5-8 inalagOes na maioria dos dias
9-12 inalagdes na maioria dos dias

MWD —~=O

USO DE MEDICAMENTOS

Quantos dias e que, durante a ultima semana, voc€ usou os seguintes
medicamentos para rinoconjuntivite alérgica?

Nunca 1xs 2xs 3xs
0 1 2 3
10.Loratadina

11. Spray nasal
(Budecort/busonid) Nunca 1xs 2xs 3xs
0 1 2 3

4xs

4xs
4
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