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RESUMO

Polinose ¢ uma rinite alérgica sazonal que ocorre quando a exposicao a aeroalérgenos, como o
polen de gramineas, desencadeia um processo inflamatdrio, causando uma resposta alérgica
respiratoria em individuos sensibilizados. A sensibilizacdo a um alérgeno demonstra a
capacidade do alérgeno de provocar uma resposta das células Th2, enquanto IL-4 e IL-13
estimulam a producao de IgE, induzindo a troca de classe de imunoglobulina nas células B. O
estudo envolveu 50 participantes, homens e mulheres, com idades entre 15 e 61 anos,
diagnosticados com rinite alérgica sazonal em Caxias do Sul, RS. Dentre eles, 39 individuos
(17 homens, 43,59% / 22 mulheres, 56,41%) apresentaram resultados positivos tanto no teste
de picada cutanea (TCP) quanto no ELISA-IgE especifico para o extrato de polen de Lolium
multiflorum (Lm). Adicionalmente, 11 individuos com resultados negativos tanto no TCP
quanto no ELISA-IgE foram selecionados como grupo controle. A significancia estatistica foi
considerada com p < 0,05. Foi realizada uma andlise de correlagdo para examinar a relagao
entre anticorpos especificos para o extrato de Lm e o tamanho da papula. A analise revelou que
os niveis de anticorpos IgG especificos anti-Lm nao apresentaram correlagdo significativa com
os resultados do TCP, tanto em individuos atdpicos (=0,1443; p=0,3278) quanto nao atopicos
(r=-0,01537; p=0,9174). No entanto, foi observada uma forte correlagdo positiva entre os niveis
de IgE especifica e os resultados do TCP (1=0,6024; p<0,0001). Os niveis de IgE mostraram
uma forte correlacdo com a reatividade do TCP enquanto as subclasses de IgG exibiram
correlagdes fracas ou nenhuma correlacdo significativa. Isso sugere que a resposta alérgica
mediada por IgE na polinose, operando de forma independente da IgG especifica. Compreender
essas respostas imunoldgicas em individuos atopicos e ndo atopicos € crucial para personalizar
os tratamentos para alergias, especialmente na imunoterapia especifica para alérgenos (ITE),
onde a modulagdo da resposta imunoldgica por meio da [gG4 pode ter um impacto significativo.

Palavras-chave: Gramineas; Lolium multiflorum; Rinite alérgica.



ABSTRACT

Pollinosis is a seasonal allergic rhinitis that occurs when exposure to aeroallergens, such as
grass pollen, triggers an inflammatory process, causing a respiratory allergic response in
sensitized individuals. Sensitization to an allergen demonstrates the allergen's ability to provoke
a Th2 cell response, while IL-4 and IL-13 stimulate IgE production, inducing class switching
of immunoglobulins in B cells. The study involved 50 participants, both men and women, aged
between 15 and 61 years, diagnosed with seasonal allergic rhinitis in Caxias do Sul, RS. Among
them, 39 individuals (17 men, 43.59% / 22 women, 56.41%) had positive results in both the
skin prick test (SPT) and the ELISA-IgE specific for Lolium multiflorum (Lm) pollen extract.
Additionally, 11 individuals with negative results in both the SPT and the ELISA-IgE were
selected as the control group. Statistical significance was considered with p < 0.05. A
correlation analysis was performed to examine the relationship between specific antibodies to
the Lm extract and the size of the wheal. The analysis revealed that specific anti-Lm IgG
antibody levels did not show a significant correlation with the SPT results, both in atopic
(r=0.1443; p=0.3278) and non-atopic (r=-0.01537; p=0.9174) individuals. However, a strong
positive correlation was observed between specific IgE levels and SPT results (r=0.6024;
p<0.0001). IgE levels showed a strong correlation with SPT reactivity, while IgG subclasses
displayed weak or no significant correlation. This suggests that the IgE-mediated allergic
response in pollinosis operates independently of specific IgG. Understanding these immune
responses in atopic and non-atopic individuals is crucial for personalizing allergy treatments,
especially in allergen-specific immunotherapy (AIT), where modulation of the immune
response through IgG4 may have a significant impact.

Keywords: Grass; Lolium multiflorum; Allergic rhinitis.
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1. INTRODUCAO

1.1  Doengas Alérgicas

Clemens von Pirquet em 1906, ao investigar as respostas incomuns do sistema
imunoldgico, idealizou o termo “alergia” para caracterizar “reatividade imune modificada" do
organismo, quando em contato com substancias exdgenas. Devido a complexidade, o termo foi
amplamente associado as reagdes especificas de hipersensibilidade imunoldgica, contra
antigenos estranhos inofensivos (HUBER, B., 2006). Essa reatividade imunoldgica, assemelha-
se as reagOes de hipersensibilidade imunoldgica, classificada em quatros etiologias distintas e
mutuamente exclusivas, de acordo com Gell ¢ Coombs (DESCOTES; CHOQUET-
KASTYLEVSKI, 2001). Dentre os tipos de reagcdes de hipersensibilidade, o termo "alergia" ¢
comumente associado a reagdo do tipo I ou imediata. Estd forma de hipersensibilidade ¢
caracterizada pela participagdo dos anticorpos da classe Imunoglobulina E (IgE) e sua ligacao
aos receptores de alta afinidade presentes nos mastocitos e basofilos. Quando o individuo €
exposto a um componente alérgeno especifico, ocorre uma resposta imunoldgica exacerbada,
com a produgdo de altos niveis de IgE. Os anticorpos especificos aos alérgenos interagem com
receptores celulares nos mastocitos e basofilos, desencadeando a liberacdo de mediadores
inflamatérios, como a histamina, resultando em manifestacdes clinicas prejudiciais a
homeostase do organismo (BALDACARA et al.,, 2013).

As doengas alérgicas sdo as condi¢des imunoldgicas cronicas mais prevalentes, e
individuos com predisposi¢do genética a produzir anticorpos IgE em resposta a doses baixas de
alérgenos, desencadeiam dermatite atOpica, asma ou rinite alérgica, estes, afetando
estimadamente mais de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo, respectivamente (LANGAN
et al., 2020; GREINER et al., 2011).

A predisposi¢do genética dos individuos frente a um alérgeno ¢ conhecida como
“atopia”, termo definido por Coca e Cooke em 1923 (RING, J., 2014). Os alérgenos podem ser
provenientes de diversas fontes, como graos de polen, acaros da poeira domiciliar e epitélio de
animais domésticos. Além disso, também podem ser encontrados em alimentos como leite de
vaca, ovos, trigo, soja, amendoim, castanhas, frutas, frutos do mar, entre outros. Ademais,
existem outros fatores desencadeantes de reagdes alérgicas em individuos atopicos, como
picadas de insetos da ordem Hymenoptera e certos medicamentos (HUANG et al., 2022).

Recentemente, ao estudar como as doengas alérgicas se desenvolvem ao longo da vida,

foi observado que a indugdo de respostas imunes do tipo 2, mediadas por células T helper 2
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(Th2), aumenta a suscetibilidade dos individuos a respostas respiratorias alérgicas. Os
resultados indicaram que determinadas condic¢des alérgicas tendem a predominar e surgir com
maior frequéncia em faixas etarias especificas (GOKSOR et al.,, 2016; FALCON; CAOILI,
2023).

O envelhecimento celular, que esta associado ao estresse oxidativo € ao aumento da
expressdo de genes relacionados ao envelhecimento, pode contribuir para a exacerbacdo de
doencas respiratorias alérgicas, como rinite alérgica e asma bronquica (PINEIRO-HERMIDA
etal., 2021).

Atualmente, observa-se que os indices das condi¢des de doengas alérgicas aeroalérgicas
vém aumentando significativamente em muitas regioes urbanas do Brasil, com registros de
bronquite asmadtica, dermatite flexural, rinite, eczema, inflamagdo nasal e conjuntivite alérgica.
Esse fenomeno pode estar associado ao aumento da poluicdo atmosférica, reducao do contato
precoce com substancias alérgenas na primeira infancia, diminui¢ao da estimulagdo do sistema
imunoldgico e exposicao a fumaga do tabaco (RING et al., 2001; SERPA et al., 2015).

As doencgas alérgicas representam um desafio significativo para a satde publica devido
a sua crescente prevaléncia e impacto na qualidade de vida dos pacientes. Essas condi¢des
alérgicas, como a asma e a rinite alérgica, estdo se tornando cada vez mais prevalentes em todo
o mundo, afetando milhdes de pessoas e gerando uma carga substancial de morbidade (OBER;
YAO, 2011; WANG et al., 2016; WANG et al., 2023).

Portanto, diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento e aumento da
prevaléncia de doencas alérgicas. A auséncia de tratamento em pacientes com alergias pode
resultar na transi¢do de uma inflama¢do moderada para condigdes mais graves, com
manifestagdes que representem risco a vida do paciente (LAUGHTER et al, 2021). A
imunoterapia alérgeno-especifica ¢ a op¢do mais eficaz para interromper a progressdo das
alergias, enquanto terapéuticas medicamentosas, incluindo o uso de antialérgicos, ajudam a

amenizar os sintomas (MONTSERRAT et al., 2020).

1.2 Rinite alérgica

A rinite ¢ amplamente caracterizada como uma inflamac¢ao da mucosa nasal, sendo um
distarbio frequente que atinge até 40% da populagdo, causando danos substanciais na qualidade
de vida, padrdes de sono e rendimento profissional, podendo ser desencadeada por fatores

alérgicos, ndo alérgicos, infecciosos, hormonais, ocupacionais e outros (SMALL et al., 2007).
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A resposta inflamatoria frente a um alérgeno ¢ o maior divisor frente a imunidade
adquirida, algumas pesquisas relatam que pelo menos um dos pais alérgicos ¢ um fator decisivo
para que criangas ¢ jovens de até 20 anos tenham maior prevaléncia a rinite alérgica, em
comparagao a individuos cujo seus progenitores ndo possuem histérico de reagdes alérgicas
(KEIL et al., 2010). Todavia algumas pesquisas mostram que criangas que habitam perimetro
urbano tem maior prevaléncia em reagdes alérgica que as que estdo na zona rural (SHPAKOU
etal., 2012).

Destacando a rinite alérgica sazonal, também conhecida como polinose, sao prevalentes
desde 1940 no Brasil (SMALL; KEITH; KIM, 2018). A contagem de alérgenos dispersos por
aerossois em diversas regides do pais sdo estudadas desde os primeiros casos gerados por
polinose. Apds estudos, foi visto que as regides sudeste e sul sdo com mais casos registrados
de doencas alérgicas respiratorias, decorrentes a inalacdo do pdlen dispersos no ambiente
(ARAUJO; ROSARIO; MARI, 2016; MOREIRA et al., 2015).

Esses alérgenos (polens) liberados durante o inicio da primavera, comum em areas com
estagdes climaticas bem definidas, sujeitas a influéncia continental e com latitude elevada,
podem causar uma série de sintomas e incomodos, incluindo prurido nasal, espirros, coriza,
congestao nasal e, frequentemente, hiperemia conjuntival. Tinha-se o entendimento no passado
que a doencga era uma circunstancia que acometia exclusivamente as vias aéreas, posterior esta
constatacdo foi esclarecida, sendo comprovado que acomete sistematicamente outras areas
funcionais do corpo, como a pele causando dermatite atopica (DYKEWICZ; HAMILOS, 2010;
BARTLE, 2016; CASTILLO VIZUETE et al,, 2019; KAKLI; RILEY, 2016; PANDEY, 2016).

1.3 Polinose

A polinose ou rinite alérgica sazonal, onde o mecanismo de ativacdo do processo
inflamatério € decorrente a exposi¢ao ao aeroalérgeno, grao de polen, ocasionando resposta
alérgica respiratoria em individuos sensibilizados. Este acometimento respiratorio que €
desencadeado por este antigeno afeta drasticamente a qualidade de vida das pessoas de
diferentes idades retirando a plena homeostase (SOPELETE et al., 2006; YAMADA; SAITO;
FUJIEDA, 2014).

A polinose em outrora ja foi chamada de febre do feno, tal nomenclatura foi
desmistificada pela ciéncia, pois foi comprovado cientificamente que ndo ha relagio nenhuma
que o feno ¢ o agente causador e tampouco desencadeia febre. Sabe-se que a rinite alérgica

sazonal, € causada pela inalacao do polen suspenso no ar, € que este seja o causador do processo
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inflamatoério. Essa sazonalidade fica evidente quando através de estudos ficou comprovado que
os sintomas aparecem em meados de setembro inicio da estagdo da primavera onde a
disseminagdo do podlen ocorre por dispersao e de maneira exacerbada (BARTLE, 2016;
CASTILLO VIZUETE et al,, 2019; KAKLI; RILEY, 2016; PANDEY, 2016).

Em um estudo, envolvendo pacientes jovens de 18 a 26 anos, foram identificados
diversos fatores de risco associados a presenca de doengas alérgicas, demonstrando que certas
condig¢des afetam predominantemente homens, como a asma, especialmente entre aqueles com
histérico de tabagismo e exposi¢do a caes e gatos em casa, além da presenca de alergias na
historia familiar. Por outro lado, eczema e erup¢des cutianeas, foram mais frequentemente
observadas em mulheres, enquanto aqueles que convivem com cles e gatos t€ém maior
probabilidade de desenvolver duas ou mais doencas alérgicas (ZIYAB, 2017).

Na inalacdo, as particulas alergénicas sdo retidas pelo muco nasal, onde proteinas
alergénicas sdo liberadas e difundidas nos tecidos nasais. Estudos sobre asma indicam que, uma
vez nos tecidos nasais, os aeroalérgenos comuns ndo apenas passam por processos de
apresentacdo de antigenos para desencadear respostas alérgicas especificas, mas também
promovem o desenvolvimento de doengas alérgicas das vias aéreas devido as suas propriedades
intrinsecas. Tal como, as atividades de protease de varios aeroalérgenos comuns podem facilitar
a penetragdo do alérgeno em células apresentadoras de antigenos, por meio da clivagem de
juncdes estreitas no epitélio das vias aéreas e da ativagdo de receptores ativados por protease
nas células epiteliais. As células epiteliais ativadas, por sua vez, estimulam a producdo de
citocinas, quimiocinas e linfopoietina estromal timica, interagindo com células dendriticas inter
e subepiteliais, alterando o desenvolvimento de células T e a sensibilizag¢do alérgica adaptativa
(BOUSQUET et al., 2008; HAMMAD; LAMBRECHT, 2008). A sensibilidade ao p6len pode
passar despercebida e ser mascarada por outras hipersensibilidades, o que pode modificar o
quadro clinico tipico em determinadas situagdes (VIEIRA, 1995).

Os graos de polen das gramineas contém uma ampla variedade de proteinas com
diferentes estruturas e fungdes. Entre essas proteinas, os alérgenos do grupo 1, conhecidos como
beta expansina (f-expansinas), sdo encontrados em todas as subfamilias de Poaceae e podem
representar até 10% do total do grdo de polen. Exemplos dessas proteinas incluem Lol p 1,
extraido de Lolium perenne, Poa p 1 de Poa pratensis e Phl p 1 de Phleum pratense. Outro
grupo significativo sdo os alérgenos do grupo 5, que sdo exclusivos da subfamilia Pooideae.
Esses dois grupos sdo considerados imunodominantes nos podlens de gramineas devido a sua
alta reatividade com anticorpos IgE em diversos estudos. Além disso, proteinas como as do

grupo 13, os panalérgenos dos grupos 7 € 12, e outros com menor reconhecimento, como 0s
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dos grupos 2, 4, 23 e 24, também desempenham papéis importantes (DAVIES et al., 2008;
GARCIA-MOZO0, 2017; KAILAIVASAN; DAVIES, 2018; TIMBRELL ef al., 2014).

O diagnostico da polinose ¢ desafiador, e, por essa razdo, tém sido desenvolvidas
diversas abordagens para alcangar uma avaliagdo precisa. A detecg¢ao da IgE especifica para o
pélen tem sido reconhecida como um indicador precoce da rinite alérgica sazonal,
representando um avango significativo, pois pode ser identificada na maioria dos individuos
antes do surgimento dos primeiros sintomas alérgicos sazonais (HATZLER et al.,2014; MARK
et al., 2020).

1.4  Resposta imune Inata e Adaptativa na progressio de doencas alérgicas

respiratorias

Os alérgenos que entram em contato com o organismo humano podem desencadear uma
série de respostas imunes complexas. Quando essas substancias estranhas, como os alérgenos,
atravessam a barreira epitelial, o sistema imunologico inato reage rapidamente para reconhecer
e neutralizar essas ameagas (EIFAN; DURHAM, 2016; MELUM et al., 2014; TAKETOMI et
al., 2017). As células apresentadoras de antigeno (APCs), como os macrofagos e as células
dendriticas, desempenham um papel fundamental nesse processo ao capturar € processar 0s
antigenos, que posteriormente sdo apresentados as células T helper naive por meio das
moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC-II). A ativacdo das células
T CD4+ naive ocorre por meio da interagdo com o MHC-II e a liberag@o de citocinas como a
interleucina 4 (IL-4). Este processo envolve a ativagao de vias de sinalizacdo intracelular, como
a Signal transducer and activator of transcription 6 (STAT-6), que por sua vez ativa o fator de
transcricdo GATA binding protein 3 (GATA-3). Esse conjunto de eventos leva a diferenciagao
das células T naive em células Th2 (BARNES, 2008; HO; PAI, 2007; HOLGATE; POLOSA,
2008), que sao responsaveis pela produgdo de citocinas como interleucina 4 (IL-4), interleucina
5 (IL-5), interleucina 9 (IL-9) e interleucina 13 (IL-13), tipicas das respostas alérgicas
(CHAPLIN, 2010; LARCHE; AKDIS; VALENTA, 2006) (Figura 1).

Na figura 1, percebe-se que além do caminho tradicional de ativagdo imunologica,
estudos sugerem que certos alérgenos com propriedades proteoliticas ou lipopolissacarideos
(LPS) podem causar danos diretos a barreira epitelial. Esses alérgenos ativam receptores
especificos, como os receptores ativados por proteases (PARs) ou Toll-like receptors (TLRs),
presentes nas células epiteliais. Esse processo desencadeia uma cascata pro-inflamatoria que

promove a producao de citocinas, como a linfopoietina estromal timica (TSLP), interleucina 25
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(IL-25) e interleucina 33 (IL-33), favorecendo o desenvolvimento de uma resposta imune do
tipo Th2. (BULEK et al., 2010; DIVEKAR; KITA, 2015; GEORAS; REZAEE, 2014;
LAMBRECHT; HAMMAD, 2014; TAKETOMI et al., 2017).

Quando a resposta imune Th2 ¢ estabelecida, as células B sofrem uma mudanga de
isotipo, passando a produzir IgE especifica para o alérgeno. A IgE se liga aos receptores de alta
afinidade em mastocitos e basofilos, preparando o organismo para uma resposta alérgica
imediata na proxima exposi¢do ao alérgeno (LARCHE; AKDIS; VALENTA, 2006; MIN,
2010). A reagdo alérgica pode ser dividida em duas fases principais: a fase imediata e a fase
tardia. Na fase imediata, que ocorre dentro da primeira hora apds a exposicao ao alérgeno,
mediadores pré-formados, como histamina e triptase, sdo liberados, causando os primeiros
sintomas alérgicos. A fase tardia, que se desenvolve de 6 a 10 horas apds a exposi¢do, ¢
caracterizada pela produgao de mediadores neoformados, como prostaglandinas e leucotrienos,
que prolongam a inflamacgao e intensificam os sintomas alérgicos (JAMES; DURHAM, 2008).

Essa resposta prolongada é exacerbada pela quimiotaxia de eosinofilos, que € o principal
mecanismo na fase tardia. Essas células, juntamente com mastdcitos e linfocitos T, migram para
o local da inflamagdo, causando danos teciduais e perpetuando a resposta inflamatdria, o que
pode levar a sintomas cronicos nos individuos alérgicos (MIN, 2010; STONE; PRUSSIN;
METCALFE, 2010).
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Figura 1. Resposta imune inata e adaptativa no desenvolvimento das doengas alérgicas
Fonte: (TAKETOMI et al., 2017).
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1.5 Papel das IgGs frente a doencas alérgicas

A produg¢ao de Imunoglobulina G (IgG) pode influenciar o desenvolvimento de doengas
alérgicas, particularmente através da secrecao de suas diferentes subclasses. A Imunoglobulina
G subclasse 4 (IgG4), por exemplo, pode bloquear a interagdo da IgE com seus receptores ao
competir pelo mesmo epitopo, e atua como um regulador por meio de diversos mecanismos.
Essas imunoglobulinas podem se ligar a receptores de baixa afinidade, como o FcyRIIB
(CD32B), presentes em células como mondcitos, macréfagos, linfocitos B, mastdcitos e
basofilos. A ligacdo dos anticorpos a esses receptores ativa sinais inibitorios mediados pelos
ITIMs (motivos de inibi¢ao baseados em tirosina), o que limita a ativacao de outras vias e reduz
a atividade celular, a producdo de citocinas e a degranulacdo de mastocitos e basofilos
(RANKIN et al., 2006; QIN et al., 2022).

Dessa forma, mesmo na presenca do complexo FceRI com IgE e alérgeno, a
degranulacdo dos mastocitos ndo ocorre. Portanto, a ativagdo desses receptores pode servir
como um mecanismo regulador nas doencas alérgicas. Embora essa fun¢do tenha sido bem
descrita para a IgG4, outras subclasses também podem se ligar aos receptores FcyRIIIb com
eficicia similar. A ativacdo dos receptores por IgG3 e IgG2 ainda ndo ¢ totalmente
compreendida no contexto das doengas alérgicas (DE TAEYE et al., 2019; VIDARSSON,
2014).

1.6  Lolium multiflorum (Lm)

Lolium multiflorum (Lm), conhecido popularmente como azevém italiano ou, em inglés,
Italian ryegrass, pertence a familia Poaceae, subfamilia Pooideae e tribo Poeae. Esta planta foi
introduzida no Brasil por imigrantes europeus, na literatura encontra-se poucas informagdes
sobre a graminea (BERNARDES et al., 2010; ESTEVES et al., 2000).

O género Lolium, pertencente a familia Poaceae, tem como centro de origem o sul da
Europa, Asia Menor e norte da Africa. Compreende oito espécies diferentes da graminea. Entre
essas, as espécies, L. perenne e L. multiflorum se destacam pela ampla distribui¢do geografica
em regides de clima temperado, devido a sua importancia econdmica como plantas forrageiras,
com utilizagdo na pecuaria devido ao baixo custo, alta producao de graos de polen e capacidade
de se propagar em diferentes ambientes (VARGAS et al., 2018; BERNARDES et al., 2010;
MOREIRA et al., 2015; SOPELETE et al., 2006).
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L. multiflorum no Brasil, principalmente na Regido Sul, ¢ reconhecido por ser uma das
principais fontes de alérgenos com potencial para sensibilizar individuos (BERNARDES et al.,

2010; SOPELETE et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

o Avaliar os niveis de anticorpos especificos para alérgenos de polén de Lolium

multiflorum em amostras de soro de pacientes com polinose.

2.2 Objetivos especificos

o Testar e avaliar a sensibilizacdo alergénica de individuos alérgicos ao pdlen de L.
multiflorum, por meio do TCP (Teste Cutanea de Puntura);

. Determinar os niveis séricos de anticorpos IgE especifica a alérgenos de polen de L.
multiflorum em pacientes sensibilizados, por ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay);
o Quantificar os niveis séricos de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 em pacientes com

polinose, por ELISA.



21

3. METODOLOGIA

3.1  Aspectos éticos

Essa pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU), sob nimero de protocolo
3.342.127 (Anexo 1).

Para a participagao e concordancia na pesquisa, os individuos precisaram confirmar pela
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1). Todos os
pacientes foram submetidos a uma avaliagdo do histdrico clinico, a qual foi conduzida por meio
da aplicacdo de um questionario clinico. Esse questionario foi administrado pelo médico
especialista Prof. Dr. Francisco de Assis Machado Vieira, renomado alergista e professor na

Universidade de Caxias do Sul, RS, que estava encarregado do atendimento dos pacientes.

3.2 Selecio de pacientes com rinite alérgica sazonal e individuos controles

Um total de 50 pacientes, incluindo homens e mulheres com idades entre 15 ¢ 61 anos
e diagnosticados com rinite alérgica sazonal, foram recrutados em Caxias do Sul, RS. Entre
eles, 39 pacientes (17 homens, 43,59% / 22 mulheres, 56,41%) testaram positivo para o Teste
de Cutaneo de Puntura e ELISA-IZE para o extrato de pdlen de L. multiflorum.

Adicionalmente, como controle do estudo foram selecionados 09 individuos com TCP
e ELISA-IgE negativos para o extrato de L. multiflorum. Além deste grupo, 2 individuos com
ELISA-IgE negativo e TCP positivo foram adicionados no estudo, com total de 11 individuos

(3 homens, 27,27% / 8 mulheres, 72,73%).

3.3  Preparacao do extrato alergénico de polens de Lolium multiflorum

Os graos de polen da graminea L. multiflorum, foram coletados 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 do azevém italiano, compreendido entre setembro
- dezembro, 2021. Apo6s a coleta, os graos de polen de L. multiflorum foram mantidos em uma
sala especial para secagem e posterior coleta em papel branco. Em seguida, graos de pdlen
foram transferidos para tubos de ensaio e enviados ao Laboratério de Alergia e Imunologia

Clinica (LALIC) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
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A extracdo antigénica foi preparada conforme descrito por Sopelete et al. (2006). Para
isso, foram utilizados 0,57g de graos de pdlen, com adicdo de inibidor de protease (PMSF
1,6mM, leupeptina 100 pg/mL, aprotinina 10 pg/mL) e 3mL de solugao salina tamponada com
fosfatos (PBS) 1% 0,01 M, pH 7,2, para as fracdes antigénicas. Essa mistura foi macerada, e
submetida a extracdo por 18 horas a 4°C, com agitacdo orbital. Apds esse periodo, o material
foi fracionado em aliquotas de aproximadamente 1,75mL, o material foi centrifugado a 10.000
rpm a 4°C por 10 minutos e dialisado contra PBS durante a noite. O extrato proteico resultante

foi mantido em tubos de armazenamento a -70°C para uso posterior nos testes.

3.4  Eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional (SDS-PAGE)

Para demonstrar os principais componentes antigénicos do extrato total do L.
multiflorum, foi utilizado a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes de
desnatura¢dao (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970) e adaptado com base no
trabalho de Correa ef al. (2019). As amostras foram preparadas em tampao de amostra contendo
Tris-HCI1 0,1M pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2% e glicerol 20%, e foram aquecidas
a 95°C por 5 minutos antes da aplicacdo nos géis. Os géis foram entdo submetidos a
eletroforese, eletroforese vertical em gel de separacao de 14% e em gel de empilhamento a 4%
de acordo com os padrdes de pesos moleculares. Apds a separagdo, os géis foram corados com
Coomassie blue e digitalizados utilizando um sistema ChemiDoc™ XRS+ e analisados no
software Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA) (LAEMMLI, 1970; CORREA et al.,
2019).

3.5 Teste Cutaneo de Puntura

Para o teste cutaneo de puntura para avaliacdo da hipersensibilidade imediata do polen
L. multiflorum foi conduzido conforme descrito por Ownby (1988). Para a realizagao dos testes,
foram utilizados extratos alergénicos de acaros (Dermatophagoides (D.) pteronyssinus, D.
farinae e Blomia tropicalis), epitélios de cao (Canis familiaris), gato (Felis domesticus), barata
(Blattella germanica e Periplaneta americana), além de fungo (Alternaria alternata), e de
polen de diversas gramineas (Cynodon dactylon, Paspalum notatum, Lolium perene € Lolium
multiflorum). Como controle negativo, foi empregada solucao salina fisioldgica com glicerol a

50%, enquanto o controle positivo consistiu em cloridrato de histamina (10 mg/mL).
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Em seguida, para as punturas foi realizada assepsia da face interna do antebrago, e com
ajuda de uma lanceta foram feitas pequenas perfuragdes, apds aproximadamente uma gota de
10 uL do extrato alergénico foi depositada, mantendo-se uma distancia de 3 cm entre os
extratos. A leitura da reagdo foi efetuada apds 15 minutos, com auxilio de paquimetro ou régua
graduada em milimetros (mm), onde o tamanho médio de papula igual ou superior a 3 mm em
relacdo a papula obtida com o controle negativo foi considerado como resultado positivo

(OWNBY, 1988).

3.6  Coleta de sangue

Foram coletadas amostras de sangue de aproximadamente 20 mL de cada individuo por
meio de puncdo venosa na regido do antebraco, na mesma ocasido da realizacdo dos testes
cutaneos de puntura. Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugag¢do a 700 x g por
10 minutos, onde os soros obtidos foram divididos em aliquotas e armazenados a —20°C até

serem submetidos a testes sorologicos.

3.7  ELISA para deteccio de IgE sérica especifica a L. multiflorum

Os anticorpos da classe IgE séricos especificos a L. multiflorum foram dosadospPor
ensaio imunoenzimatico convencional (cELISA), como ja descrito na literatura (PEREIRA et
al., 2005). Nesse ensaio, utilizou-se 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 alergénico de L. multiflorum, produzidos em 2021, cuja
identificacdo do frasco eppendorf foi Lm 21, diluidos com tampao Carbonato-Bicarbonato
0,06M pH 9,6, com concentragao 20 pg/mL, com 50 pg/poco, overnight a 4 °C. As placas foram
lavadas com Solucdo Salina Tamponada com Fosfato e Tween a 0,05% (PBS-T), com trés
lavagens, bloqueadas com PBS-T 0,05% adicionado de Soro Albumina Bovina (BSA) 1% -
(Bovine Serum Albumin; Sigma, lote: SLBR6769V), por uma hora em temperatura ambiente.

As amostras de soros foram diluidas a 1:2 em duplicada, em volume de 50 pg/poco e
incubadas a 37°C por duas horas em cdmara imida, utilizando como diluente PBS-T-BSA 1%,
apos cada etapa da reacdo as placas, foram lavadas com PBS-T 0,05%. Foram utilizados
controle positivos e negativos nas placas. Subsequentemente, para adi¢do do anticorpo
secundario anti-IgE humana biotinilada (1:1000; Sigma-Aldrich) as placas foram submetidas a

cinco lavagens com PBS-T 0,05%, e incubadas com diluigdo 1:1000, com volume de 50
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pg/poco por uma hora a 37°C em camera mida. Apos este processo, todos as lavagens
seguiram o mesmo padrdo, de cinco lavagens com PBS-T 0,05% a cada ciclo. O conjugado
Streptavidina/Peroxidase (Sigma) foi acrescentado na dilui¢do de 1:1000 durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Por fim, o ultimo ciclo de revelacao se deu por meio da adigdo 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% de peroxido de hidrogénio. A densidade Optica, também
chamada de O.D., foi determinada a 405 nm em espectrofotdmetro de microplacas Epoch
(BioTek Instruments, Inc., VT, EUA). Os resultados foram determinados por indice ELISA
(IE).

3.8 ELISA para deteccio de anticorpos IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 especificos aos

alérgenos do polen L. multiflorum

Anticorpos das subclasses IgG1 e IgG4 especificos para o pélen de L. multiflorum foram
medidos por ensaio imunoenzimatico convencional (cELISA). Utilizando placas de alta
afinidade (Corning® 96-well EIA/RIA Clear Flat Bottom Polystyrene High Bind Microplate,
embaladas individualmente, sem tampa, ndo estéreis), foram sensibilizadas com extrato
alergénico de Lm 21 diluido em tampao Carbonato-Bicarbonato 0,06M pH 9,6, na concentragao
de 20 pg/mL, com 50 pg por pogo, durante a noite (overnight) a 4 °C.

As placas foram lavadas com PBS-T 0,05%, em trés etapas, sendo as placas para
detecgao de IgGl e IgG3 bloqueadas com leite desnatado 1% em PBS-T por 1 hora a
temperatura ambiente e para IgG2 e IgG3 bloqueadas com PBS-T 0,05% adicionado de BSA
2% (Sigma, lote: SLBR6769V), por uma hora em temperatura ambiente, com volume de 100
ng/poco.

Apos trés lavagens com PBS-T 0,05%, as amostras de soro foram diluidas 1:5 e
incubadas nas respectivas placas por duas horas a 37°C em ambiente imido. Como controle
foram, utilizadas amostras de soro de individuos atopicos e nao atopicos. Subsequente apos este
ciclo, as placas foram lavadas seis vezes para cada reagao.

Para adi¢ao do anticorpo secundario, anticorpos anti-IgG2 humana biotinilada (1:500;
Sigma), anti-IgG3 humana biotinilada (1:500; Sigma), anti-IgG1 humana biotinilado (1:1000;
Sigma-Aldrich) e anti-IgG4 humana biotinilado (1:1000; Sigma-Aldrich) foram diluidas em
PBS-T 0,05% adi¢cdo de BSA (Sigma, lote: SLBR6769V). A seguir, as placas foram incubadas

por uma hora em camera imida a 37°C, com volume de 50 pg/pogo. Terminado este tempo, as
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placas foram lavadas em PBS-T e o conjugado Streptavidina/Peroxidase (Sigma), foi
acrescentado na diluicdo de 1:1000, com volume de 50 pg/poco, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente (25°C).

A reacdo foi revelada pela adi¢do de 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS; Sigma-Aldrich) a 0,01M em tampao citrato-fosfato 0,07M pH 4,2, contendo 0,03% de
peréxido de hidrogénio.

A O.D. foi determinada a 405 nm em espectrofotometro de microplacas Epoch (BioTek

Instruments, Inc., VT, EUA). Os resultados foram determinados por indice ELISA (IE).

3.9 Analise estatistica

Para analise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism versao 8.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, EUA). O teste de Chi-quadrado (y2) ou teste exato de Fisher, quando
apropriado, foram aplicados a fim de analisar género, TCP e diagnostico. Para analisar a idade
dos individuos, tamanho médio das péapulas e o teste de ELISA foi empregado o teste de Mann—

Whitney. Todos os resultados foram analisados, verificando o nivel de significancia (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao demografica e clinica dos pacientes

Os individuos foram separados em dois grupos: o grupo atdpico (AT) e o grupo nao
atopico (NAT), com base nos resultados do TCP e do teste de ELISA para deteccdo de
anticorpos da classe IgE. As caracteristicas demograficas e clinicas dos individuos incluidos na

pesquisa estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Dados clinicos e socioecondmicos.

Caracteristicas Atépico Nio atopico Valor de P
N 39 11
Género®
Masculino 17 (43,59%) 3(27,27%) 0,4895ns
Feminino 22 (56,41%) 8 (72,73%)
Idade®
Mediana 32,65 (15-61) 32,89 (20-60)  0,9606ns

Teste de Punctura Cutanea (%)?
Positivo 39 (100%) 0 (0%) <0,000] ****
Negativo 0 (0%) 11 (100%)

*Teste do Chi-quadrado (y2) ou teste exato de Fisher, quando apropriado; *Teste de Mann-
Whitney, ns = Nao significativo; ****p<0,0001.
Fonte: Autoria propria.

A amostra foi composta por 39 individuos atopicos e 11 ndo atopicos. A distribuicao
por género nado apresentou diferenga estatisticamente significativa p=0,4895), com 43,59% dos
atopicos e 27,27% dos ndo atopicos sendo do sexo masculino, € 56,41% dos atopicos e 72,73%
dos ndo atopicos sendo do sexo feminino. A mediana de idade foi semelhante entre os grupos,
com 32,65 anos (variando de 15 a 61 anos) para os atopicos e 32,89 anos (variando de 20 a 60
anos) para os nao atopicos, nao havendo diferenca significativa (p=0,9606).

Em relacdo ao TCP, todos os individuos do grupo atopico (100%) apresentaram
resultado positivo, enquanto nenhum individuo do grupo ndo atopico apresentou positividade

(p<0,0001). Essa diferenca foi significativa. Por outro lado, como de se esperar todos os
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individuos do grupo nao atopico (100%) tiveram resultado negativo no teste de punctura

cutanea, enquanto nenhum atdpico apresentou negatividade.

4.2 Perfil proteico do extrato total de Lolium multiflorum

Correa et al. (2023) determinaram os perfis de bandas do extrato de L. multiflorum por
meio de eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE) a 14%, com coloracdo Coomassie blue. Esse procedimento permitiu a
identificacdo e quantificagao dos diferentes componentes alergénicos presentes no extrato,
proporcionando uma avaliagdo detalhada de sua composi¢do e potencial alergénico. As
principais bandas identificadas no extrato total do alérgeno apresentaram pesos moleculares de
145, 102,79, 69, 58,47, 43, 38, 36, 32, 29, 26, 24, 18, 17 e 12 kDa, sendo que as bandas de 58,

32 e 12 kDa se destacaram pela maior intensidade. (Figura 2).
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Figura 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE a 14%, corado com Azul de Coomassie, (1) Faixa
1, padrao de peso molecular em kiloDaltons (kDa); (2) Faixa 2, extrato total de pélen de Lolium
multiflorum.

Fonte: Correa et al., 2023.

4.3  Correlacido do teste cutineo para polen de L. multiflorum com anticorpos IgE,
IgG1, IgG2, IgG3 e I1gG4

Para avaliar a correlacdo entre os anticorpos especificos para o extrato de L. multiflorum
e o tamanho da papula, foi aplicado o teste de correlacao de Spearman. Os resultados indicaram

que os niveis de anticorpos especificos anti-L. multiflorum em individuos atopicos e nao
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atopicos ndo foram diretamente influenciados pelo resultado do TCP, conforme observado nos
seguintes dados da Figura 3, onde os anticorpos IgG1 (B: r=0,1443; p=0,3278), 1gG2 (C: r=-
0,01537; p=0,9174) e 1gG4 (E: r=0,0480; p=0,7459). Em contrapartida, foi identificada uma
forte correlacdo positiva entre o resultado de TCP e os niveis especificos de anticorpos IgE
(r=0,6024; p<0,0001) (A) e a subclasse IgG3 (r=0,3295; p=0,0222) (D) (Figura 3). Ao analisar
os dados, observou-se que alguns individuos atdpicos apresentaram resultados distintos, onde
estes tiveram TCP para o extrato de L. multiflorum positivo, e niveis negativos de IgE
especifica, de acordo com o indice ELISA. Além disso, foi observado um caso de um individuo
nao atdpico com TCP negativo, mas com niveis positivos de IgE especifica, IgG1, IgG2 e 1gG3
para o extrato de L. multiflorum, e niveis negativos de IgG4, ndo demonstrado na figura 3.
Para confirmar essas observagoes, uma matriz de correlacao foi elaborada utilizando o
teste de Spearman. Embora os niveis de IgE estivessem fortemente correlacionados com o TCP,
0 mesmo, nao foi observado para as subclasses de IgG, sugerindo que o teste cutineo pode nao

influenciar os niveis de anticorpos da classe IgG (Figura 4).
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Figura 3. Correlagao entre os niveis de anticorpos IgE e IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4 especificos
para o extrato total de pdlens de Lolium multiflorum, determinados por ELISA, em individuos
atopicos e ndo atopicos, e TCP (teste de punctura cutanea), sdo representados em (A, B, C e D),
respectivamente. Os valores sdo expressos em O.D. A correlagdo foi analisada utilizando o teste
de Spearman. As barras horizontais e verticais indicam a mediana, e a linha tracejada indica o
valor de corte (1,2 e 3,0). Os valores de p foram considerados significativos quando p < 0,05

(¥*%%p < 0,0001).
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Figura 4. Matriz de correlag@o entre TCP e os niveis de subclasses de anticorpos das classes
IgE, IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 ao extrato bruto de pdlens de L. multiflorum. A intensidade de
coloracdo azul indica niveis de correlagdo positiva e a coloragdo vermelha indica correlagao
negativa. A coloragdo branca indica auséncia de correlacdo. Os ntimeros centralizados nas
células representam o valor de » determinado pelo Teste de Correlacio de Spearman.

*p<0,0001.

4.4  Niveis de anticorpos especificos IgE e subclassses de IgG para o extrato de polen
bruto de L. multiflorum em individuos atopicos e nao atépicos

Para avaliar os niveis de anticorpos especificos IgE, 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4 para o antigeno
Lm, foram realizados o teste de Mann-Whitney e o teste ¢ ndo pareado. Foram utilizados soros de dois
grupos: nao atopicos (NAT) e atopicos (AT), para IgE AT (n=39) NAT (n=11); IgG1 AT (n=39) NAT
(n=11); IgG2 AT (n=39) NAT (n=11); [gG3 AT (n=39) NAT (n=11); e [gG4 AT (n=39) NAT (n=11).

Os resultados mostraram que os niveis de anticorpos IgE (p=<0,0001) (Figura 5A) e subclasse
1gG3 (p=0,0226) (Figura 5D) exibiram quantidades significativas de anticorpos no grupo AT em
comparagdo com NAT, ambos apresentando p<0,05. Observando os niveis de IgG1 (p=0,0778) (Figura
5B), IgG2 (p=08490) (Figura 5C) e IgG4 (p=0,3213) (Figura 5E), verificou-se que entre os grupos AT

e NAT néo apresentaram diferenga estatistica.
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Figura 5. Niveis séricos de anticorpos IgE e subclasses de IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 especificos
para o extrato de pdlen de Lolium multiflorum, determinados por ELISA, em individuos
atopicos (AT) e ndo atopicos (NAT), expressos em indice ELISA (IE). (A) Anti-Lm IgE, (B)
Anti-Lm IgGl, (C) Anti-Lm [gG2, (D) Anti-Lm IgG3 e (E) Anti-Lm IgG4. Os dados
paramétricos foram analisados utilizando o teste t para amostras independentes, e os dados nao
paramétricos foram analisados utilizando o teste de Mann-Whitney. A linha tracejada indica o
limiar de positividade valor do cut-off (1,2). Valores de p foram considerados significativos

quando p<0,05. **** p<(0,0001.
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4.5  Correlagoes entre os niveis de IgE e subclasses de IgG especificos para o extrato
alergénico de polen de Lolium multiflorum em individuos atépicos e nao atopicos

Para avaliar os niveis de anticorpos IgE, 1gG1, [gG2, IgG3 e IgG4 em individuos com resultados
positivos e negativos no ELISA, tanto atopicos quanto nao atdpicos, foi realizado o teste de correlagdo
de Spearman para analise de dados ndo paramétricos e o teste de correlacdo de Pearson para analise de
dados paramétricos. Ao analisar a correlagdo de IgE e os anticorpos das subclasses IgG1 (1=0,3142;
p=0,0263) (Figura 6A), IgG2 (r=0,1860; p=0,1960) (Figura 6B), 1gG3 (r=0,4863; p=0,0003) (Figura
6C) e 1gG4 (r=0,2069; p=0,1494) (Figura 6D), observa-se que todos mostraram uma baixa correlagdo.
Isso indica que em individuos com uma resposta alérgica aumentada de IgE, os niveis das subclasses de
IgG nao influenciam os niveis de IgE, significando que a resposta alérgica nesses individuos ¢ mediada
por IgE.

Ao analisar a correlagdo entre as subclasses de anticorpos IgGs (Figura 7), ndo tem uma forte
correlacdo quando se trata de resposta alérgica, observando a correlacdo em A (r=0,02235; p=0,8776),
B (r=0,2224; p=0,1206) ¢ C (r=-0,0073; p=0,9593) (Figura 7); A (r=0,1867; p=0,1941); B (r=0,0840;
p=0,5619) e; C (r=0,649; p=0,6539) (Figura 8), indicando que a IgE pode ser a principal imunoglobulina
envolvida na resposta alérgica.

Na Figura 8, os resultados foram semelhantes: A (r = 0,1867; p = 0,1941), B (r = 0,0840; p =
0,5619) e C (r = 0,649; p = 0,6539). Novamente, as correlagcdes sdo fracas e ndo significativas, o que
reforca a auséncia de uma relagdo importante entre as subclasses de IgG e a resposta alérgica. Dessa
forma, os dados indicam que as subclasses de IgG ndo desempenham um papel central ou relevante na
modulagdo da resposta imune alérgica. Esses achados sugerem que a IgE, uma imunoglobulina
amplamente reconhecida por sua participagdo nas reagdes alérgicas, pode ser o principal mediador da

resposta alérgica nesses individuos.
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Figura 6. Correlagdo de IgE anti Lm com subclasses de anticorpos IgGs especificos para o
extrato total de polen de L. multiflorum em individuos atdpicos e ndo atdpicos, expressos em

indice ELISA (A, B, C e D). Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.
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Figura 7. Correlacao de IgG2 entre subclasses de IgG especificas para o extrato total de polen

de L. multiflorum em individuos atopicos e ndo atopicos, expressos em indice ELISA (A, B e

C). Valores de p foram considerados significativos quando p<0,05.
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5, DISCUSSAO

As pesquisas recentes sobre alergia ao Lolium multiflorum sao ainda limitadas, apesar
de essa planta ser reconhecida como uma das principais fontes de alérgenos que causam rinite
alérgica sazonal no sul do Brasil (BERNARDES et al., 2010). Portanto, ¢ crucial aprofundar o
conhecimento sobre a resposta imunoldgica provocada por essa graminea, que tem causado
sensibilizacao alérgica em muitas pessoas, levando ao desenvolvimento de doengas. Esse
entendimento ¢ essencial para criar ferramentas mais eficazes de diagndstico, monitoramento e
tratamento, utilizando extratos alergénicos provenientes de L. multiflorum (VIDARSSON,
2014).

Os pacientes foram classificados em dois grupos: atopicos (AT) e ndo atopicos (NAT),
com base nos resultados do teste de ELISA para a dosagem de anticorpos IgE especificos ao
extrato de polens de L. multiflorum. Como era esperado, a maioria dos individuos atopicos
apresentou positividade no TCP em resposta ao extrato de L. multiflorum. No entanto, foi
observado que uma pequena parte dos pacientes atopicos apresentou TCP negativo, o que pode
ocorrer, mesmo que a literatura indique que a sensibilidade e a especificidade do teste possam
variar conforme a concentragdo do alérgeno aplicado ao paciente (GODINHO et al., 2003;
WAGNER; RUDERT, 2019; CORREA et al., 2023).

Estudos destacam a importancia da IgE na sensibilizagdo alérgica e em distirbios como
rinite alérgica e asma, que se manifestam logo apds o contato com alérgenos especificos,
exacerbando os sintomas (SOARES, 2007). A maioria dos pacientes com polinose submetidos
ao teste cutaneo apresentou reagdes positivas ao extrato de L. multiflorum, atribuidas a altos
niveis de anticorpos IgE especificos para este alérgeno, conforme confirmado pelo ELISA. No
entanto, ¢ importante notar que alguns pacientes atopicos apresentaram resultados negativos no
teste de leitura imediata da pele. Isso pode ser explicado por variagdes na sensibilidade e
especificidade do teste, influenciadas pela concentracdo do extrato alergénico utilizado
(VIDARSSON et al., 2014). Essa diferenca nos resultados sugere a necessidade de uma
investigagdo mais detalhada, possivelmente relacionada a composi¢ao do extrato de pdlen de
L. multiflorum, que pode conter proteases. Estas proteases t€ém o potencial de ativar basofilos e
mastdcitos através de receptores especificos para proteases, conforme relatado por Corréa et al.
(2023) e outros estudos de Carvalho et al. (2009) e Siiskonen; Harvima ef al. (2019).

Embora a IgE esteja presente em concentragdes muito baixas no plasma, cerca de 100
ng/mL, ela desempenha um papel fundamental nas reacdes alérgicas e em condigdes atdpicas

como rinite alérgica, asma e dermatite atopica (ZHANG, 2021). A IgE ¢ particularmente
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relevante nos primeiros 60 minutos apds a exposi¢do a alérgenos. Apesar de sua meia-vida no
sangue ser curta, cerca de um dia, quando a IgE se liga aos receptores de alta afinidade FceRI
em células como mastdcitos, sua acdo pode persistir por meses ¢ desencadear respostas
alérgicas, mesmo em relagdo a alérgenos sazonais. Pesquisas também demonstram que a
presenca de anticorpos IgE especificos para alérgenos aéreos, identificada através de testes
cutaneos ou medicao direta de IgE, estd fortemente associada ao desenvolvimento de asma em
criancas até os seis anos de idade. Isso sugere que a producdo de IgE pode desempenhar um
papel importante no desenvolvimento de doencas alérgicas em individuos atopicos (NELSON,
2014).

Corroborando, quando um alérgeno especifico é aplicado na pele de individuos
alérgicos usando um lancetador, os mastocitos dérmicos principalmente desgranulam devido a
ligag¢do cruzada dos anticorpos IgE especificos do alérgeno com seus receptores de membrana.
Essa desgranulagdo leva a liberagdo imediata de histamina e outros mediadores, resultando em
uma reacao cutanea clinicamente observavel conhecida como papula (ANSOTEGUI, 2020).

O TCP ¢ uma ferramenta essencial para determinar reacdes de hipersensibilidade
imediata na pele e tem sido amplamente utilizado no diagnostico de respostas alérgicas. O TCP
permite a avaliagdo de respostas mediadas por IgE a alérgenos especificos, como o polen de L.
multiflorum, pela presenca de papulas na pele. Os resultados do presente estudo indicam que a
correlagdo entre os niveis de anticorpos e a resposta do TCP pode fornecer insights importantes
sobre os mecanismos imunoldgicos subjacentes. Confirmou-se uma forte correlagdo entre os
niveis especificos de IgE e a reatividade cutdnea medida pelo TCP, confirmando que a IgE
desempenha um papel crucial na mediagdo da resposta alérgica imediata ao pélen de Lm.

Este estudo antecipou essa resposta em individuos alérgicos. Estudos t€ém mostrado
correlagdes positivas entre os niveis de anticorpos IgE e IgG4, particularmente na sensibilizagao
alérgica aos antigenos do polen de Lolium multiflorum (ALMEIDA et al., 2005; MOREIRA, et
al., 2015). Esses achados destacam o papel da [gG4 na manuten¢do da homeostase ao lado da
IgG2.

Por outro lado, os niveis das subclasses de IgG (IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4) ndo
mostraram uma correlagdo forte com o resultado do TCP. Neste estudo, a IgG3 mostrou uma
correlagdo moderada (r=0,3295; p=0,0222), sugerindo uma interacao possivel, mas limitada, na
resposta alérgica. A analise dos resultados de correlagdo de Spearman neste estudo (Figura 3)
indica que, enquanto os niveis de IgE estdo fortemente correlacionados com a reatividade do
TCP, as subclasses de IgG ndo mostraram a mesma correlacao (B: 1=0,1443; p=0,3278; C: r=-

0,01537; p=0,9174; E: r=0,0480; p=0,7459). Essa discrepancia sugere que a resposta alérgica
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mediada por IgE ¢ independente dos niveis especificos de anticorpos IgG. Isso implica que
medir IgE especifica pode ser suficiente para prever a reatividade do TCP, enquanto avaliar as
subclasses de IgG pode nao fornecer informagdes adicionais uteis para determinar a
sensibilizacao alérgica imediata (SOARES, 2007).

Correlagdes moderadamente baixas para IgGl, IgG2 e IgG3 indicam que essas
subclasses de anticorpos também ndo desempenham um papel significativo na modulagdo da
resposta alérgica mediada por IgE. Estudos anteriores sugerem que enquanto a IgG1l pode
participar de respostas imunes gerais, a [gG2 esta mais envolvida em respostas a polissacarideos
bacterianos, e a [gG3 esta associada a respostas inflamatorias (GEHA et al., 2003).

A importancia de diferenciar as respostas imunologicas entre individuos atopicos e nao
atopicos para personalizar tratamentos alérgicos € apoiada por estudos sobre imunoterapia
especifica para alérgenos (ITE), que destacam a modulagdo da resposta imunoldgica por meio
da IgG4 (AKDIS, M.; AKDIS, C. A.; 2014).

Como discutido anteriormente neste estudo, a avaliagdo dos niveis de IgG4 no soro tem
sido proposta como um parametro objetivo para o monitoramento da Imunoterapia Especifica
(ITE) (TAKETOMI et al., 2017). Sabe-se que a IgG4 compete com os anticorpos IgE
especificos pelos locais de ligacdo nos receptores de alta afinidade para IgE (FceRI) presentes
em mastocitos e basofilos, o que pode reduzir a degranulagao de mediadores inflamatérios. No
entanto, a eficacia da [gG4 na reducao dos sintomas de rinite causada por poélen tem gerado
controvérsias (GEHLHAR et al., 1999; GOMEZ et al., 2015; SHAMIJI et al., 2017). Um estudo
indicou que o aumento dos niveis de anticorpos IgG resultantes da ITE com alérgenos
modificados leva a uma diminui¢do da sensibilidade da mucosa nasal aos alérgenos de polen
durante a estacdo de polinizacdo (REISINGER et al., 2005). Outra pesquisa recente mostrou
que a [gGG4 especifica induzida pela ITE ao polen estd associada a produgdo de anticorpos locais
(nasais) e funcionais, que inibem a ligacdo do complexo IgE-alérgeno aos receptores de baixa
afinidade para IgE, CD23, nas células B da mucosa nasal (SHAMIJI et al., 2019). Assim, ¢
evidente que os anticorpos IgG4 desempenham um papel regulador significativo na alergia a
polen de gramineas.

Por fim, ao examinar o conteido proteico no extrato de polen de L. multiflorum, foi
realizada uma analise do perfil eletroforético das bandas do extrato bruto apos a extragcdo
alergénica, permitindo a identificagao de proteinas com diferentes pesos moleculares. Algumas
dessas proteinas podem estar glicosiladas e apresentar alta atividade antigénica, interagindo

com anticorpos IgE em individuos atdpicos, e, portanto, desempenham um papel importante
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nas respostas alérgicas (BERNARDES et al., 2010; MOREIRA et al., 2015; CORREA et al.,
2023).

Na pesquisa de Correa et al. 2023, os autores identificaram que as bandas de 12, 32 ¢
58 kDa apresentaram a maior intensidade, com destaque especial para a banda de 32 kDa.
Destacaram que de acordo com a literatura, as principais bandas com um peso molecular
aproximado de 30 kDa em gramineas sdo glicoproteinas contendo cerca de 5% de carboidratos,
que tém a capacidade de se ligar a anticorpos da classe IgE em até 95% dos individuos alérgicos.
Esses componentes pertencem ao grupo 1, incluindo as f-expansinas, que sdo reconhecidas
como proteases relacionadas a papaina (GROBE et al., 1999; JIN et al., 2006; PACHARN et
al., 2019).
. Em sintese, os resultados deste estudo fornecem uma visao mais aprofundada sobre os
niveis de IgGl, 1gG2, IgG3 e IgG4 especificos ao Lolium multiflorum em pacientes com
polinose residentes no sul do Brasil. Embora as subclasses de IgGs ndo tenham mostrado
correlacdo significativa com a reatividade cutidnea observada no TCP, seu papel como
moduladores imunologicos, particularmente a IgG4, tem grande relevancia na imunoterapia
especifica para alérgenos como demonstra alguns estudos. Esses achados sugerem que a
resposta alérgica mediada por IgE continua sendo o principal alvo para o tratamento dos
sintomas imediatos, enquanto a IgG, especialmente a IgG4, pode ter um papel na modulacao
da resposta imunoldgica a longo prazo. Dessa forma, novas investigagdes sao necessarias para
esclarecer o impacto das subclasses de IgGs no desenvolvimento e controle da polinose.
Compreender a distingdo nas respostas imunoldgicas entre individuos atdpicos e ndo atopicos
¢ crucial para personalizar tratamentos alérgicos, especialmente na ITE, onde a modulacdo da

resposta imunologica via IgG4 pode ter um impacto significativo.
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6. CONCLUSAO

. Os niveis de IgE demonstraram uma forte correlacdo com a reatividade do TCP, as
subclasses de IgG mostraram uma correlagdo mais fraca ou nula;

. A resposta alérgica ao polen de Lm dos individuos ¢ mediada por IgE, operando de
forma independente da IgG especifica.

. Os niveis de IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 entre os grupos AT ¢ NAT, ndo demostraram
correlagdo entre si;

. As subclasses de IgG analisadas no estudo parecem exercer um papel comparavel ao da

IgG4 na regulagdo da inflamacao alérgica, que ¢ predominante na imunoterapia alérgica.
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8. ANEXOS
ANEXO A

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, IgG1 e IgG4 de
pacientes com doencas alérgicas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores sob a
responsabilidade dos pesquisadores, ¢ 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 Roséario 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 diagnodsticos por meio da detecgdo de anticorpos das classes IgE, IgGl e IgG4 de
pacientes alérgicos a aeroalérgenos. Serdo coletados 20 mL de sangue (1 colher de sopa) de
cada paciente. Nesta pesquisa cada individuo sera distribuido em 2 grupos diferentes, a saber:
I- Atopicos; II — Nao- Atdpicos.

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 Roséario Filho,
e Dr. Herberto Jose Chong pesquisadores, que fardo a coleta do sangue, os quais sdo médicos
habilitados para tais fungdes. Vocé € livre para ndo doar seu material biologico.

Na sua participacao, voce sera 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 diagndstico
de doengas alérgicas. Além disso vocé devera responder ao questionario ISAC, o qual sera
entregue imediatamente apos seu consentimento. Esse questionario podera ser respondido no
ato, ou entregue na consulta de retorno da avaliagdo médica.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e
ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé ndo terd nenhum gasto nem ganho
financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos sdo minimos, mas podem ocasionar dor, sangramento e hematoma. Caso isso
acontega, vocé serd 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
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atopicos serdo denominados com a sigla NAT, seguido de uma sequéncia numérica. Os
beneficios serdo a identificacdo dos principais componentes que causam as crises alérgicas e
possiveis formas de tratamento.

Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer prejuizo
ou coacao. Até o momento da divulgacdo dos resultados, vocé€ também ¢ livre para solicitar a
retirada dos seus dados da pesquisa.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Em caso

de qualquer duvida ou reclamagao a respeito da pesquisa, vocé€ podera entrar em contato com:

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

Dr. Eresto 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 Monica — 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 Saunde.

Uberlandia, ....... de aeeeerrneeenne de 20.......

Assinatura do(s) pesquisador(es)
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Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente

esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa



ANEXO B

Questionario ISAC- Rinite

Codigo:

SINTOMAS NASAIS

Como foram meus sintomas nesta semana?
1. Obstrugao 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

Data:

/
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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

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante

7. Lacrimejamento nos olhos
0 nenhum

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante

8. Prurido no ouvido (Coceira no ouvido)

0 nenhum

1 pouco

2 moderado
3 importante

4 muito importante
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9. Prurido no palato (Coceira no céu da boca)
0 nenhum

1 pouco

2 moderado

3 importante

4 muito importante
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ANEXO C
Questionario ISAC - Asma

Codigo: Data:

Por favor, responda as questoes de 1 a 6.

Circule o nimero da resposta que melhor descreve como vocé tem estado durante os

ultimos sete dias.

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

0 nenhuma vez

1 uma vez

2 raras vezes

3 poucas vezes

4  muitas vezes

5 muitissimas vezes

6 1incapaz de dormir devido a asma

2. Em média, durante os ultimos sete dias, 0 quao ruim foram os seus sintomas da asma
quando vocé acordou de manha?

0 sem sintomas

1 sintomas muito leves

sintomas leves

sintomas moderados

sintomas um tanto graves

sintomas graves

AN U B~ W

sintomas muito graves

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

1 muito pouco limitado/a
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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 altimos 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 ultimos sete dias, quanto tempo voce teve chiado?

(e)

nunca
1 quase nunca
pouco tempo
algum tempo
bastante tempo

quase sempre

AN DN AW

sempre

6. Em média, durante os ultimos sete dias, quantos jatos/ inalacdes da bombinha de
broncodilatador de curta — acio (ex.: Aerolin/Aerogold) vocé usou por dia? (Se vocé nao
tiver certeza em como responder esta questio, por favor, solicite auxilio).

0 Nenhuma

1 1-2 inalagdes na maioria dos dias

2 3-4 inalagdes na maioria dos dias

3 5-8 inalagdes na maioria dos dias
4

9-12 inalagdes na maioria dos dias



