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O Quase
Ainda pior que a convic¢do do ndo, a incerteza do talvez ¢ a desilusdo de um "quase".

E o quase que incomoda, que entristece, que mata, trazendo tudo que poderia ter sido e ndo
foi.

Quem quase ganhou ainda joga, quem quase passou ainda estuda, quem quase morreu esta
Vivo, quem quase amou, ndo amou.

Basta pensar nas oportunidades que escaparam pelos dedos, nas chances que se perdem por
medo, nas idéias que nunca sairdo do papel por essa maldita mania de viver no outono do
quase....

Pergunto entdo, as vezes, o que nos leva a escolher uma vida morna; ou melhor, ndo pergunto,
contesto.

A resposta sei de cor, esta estampada na distancia e frieza dos sorrisos, na frouxidao dos
abracgos, na indiferenca dos "Bom dia", quase que sussurrados.

Sobra covardia e falta coragem até pra ser feliz.

A paixao queima, o amor enlouquece, o desejo trai. Talvez esses fossem bons motivos para
decidir entre a alegria e a dor, sentir o nada, mas nao sdo.

Se a virtude estivesse mesmo no meio termo, o mar nao teria ondas, os dias seriam nublados e
o0 arco-iris teria somente tons de cinza.

O nada nao ilumina, ndo inspira, ndo aflige nem acalma, apenas amplia o vazio que cada um
traz dentro de si.

Nao ¢ que fé mova montanhas, nem que todas as estrelas estejam ao alcance, para as coisas
que nao podem ser mudadas resta-nos somente paciéncia, porém, preferir a derrota prévia a
davida da vitoria ¢ desperdigar a oportunidade de merecer.

Pros erros, ha perdao; pros fracassos, chance; pros amores impossiveis, tempo. De nada
adianta cercar um coragao vazio ou economizar alma. Um romance cujo fim ¢ instantaneo ou
indolor ndo ¢é romance.

Nao deixe que a saudade sufoque, que a rotina acomode, que o medo impeca de tentar.
Desconfie do destino e acredite em vocé. Gaste mais horas realizando que sonhando, fazendo

que planejando, vivendo que esperando porque, embora quem quase morre esteja vivo, quem
quase vive, ja morreu!

Luis Fernando Verissimo
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RESUMO

Introducgdo: Lolium multiflorum (Lm), graminea da familia Poaceae, ¢ a principal causadora
de polinose na regido Sul do Brasil. Ndo hé ainda estudos de reatividade cruzada entre fragdes
alergénicas de polen de L. multiflorum com de outras espécies de gramineas.

Objetivos: Avaliar a sensibilizagdo a alérgenos de pélen de Lm em pacientes com polinose
por teste cutdneo de puntura (TCP) e da detec¢ao de IgE especifica por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Determinar a reatividade cruzada entre fracdes alergénicas do
extrato de pdlen de L. multiflorum (Lm) e extratos comerciais de polens de gramineas.
Material e métodos: Amostras de soro de 38 pacientes com rinite alérgica sazonal (grupo
RAS), 35 pacientes com rinite alérgica perene (grupo RAP) e 30 individuos ndo atopicos
(grupo NA) foram testadas para a reatividade de IgE. A sensibilizagdo foi analisada através de
teste cutaneo de puntura e os niveis de IgE especifica a polens de L. multiflorum foram
determinados por ELISA. Ensaios ELISA e Immunoblotting de inibigdo foram empregados na
determinag@o da reatividade cruzada ente alérgenos de polen de L. multiflorum e de extratos
comerciais de gramineas.

Resultados: A positividade ao TCP com extratos de polen de gramineas foi utilizada como
critério de inclusdo de pacientes no grupo RAS. Anticorpos IgE especificos a Lm foram
detectados no soro de 100% dos pacientes com rinite sazonal (RAS) e em 8,6% dos pacientes
com rinite perene (RAP). Inibi¢des observadas no ELISA para detec¢do de IgE a Lm,
demonstraram reatividade cruzada entre Lm, L. perenne (Lp) e Gramineas II (GII), mas nao
entre Gramineas [ (GI). Foram observadas 14 fragdes ligantes de IgE, sendo as de 26, 28 e 32
kDa as mais freqiientes (> 90%). Em Immunoblotting de inibigdo, Lm, Lp e GII inibiram
significativamente a ligacdo de IgE a maioria das fracdes imunodominantes de Lm, sendo a de
55 kDa a mais inibida. A fracdo de 26 kDa ndo foi inibida pelo extrato Lp, mas sim pelos
extratos Lm e, GII em menor proporgao.

Conclusoes: A utilizagdo de extrato de polen Lm deve ser preferida a aqueles que apresentam
proximidade filogenética com essa graminea, quando da necessidade de determinagdes de
sensibilizacdo mais precisas no diagnéstico, como também o seu emprego na imunoterapia da

polinose causada por alérgenos de pélen de L. multiflorum.

Palavras Chave: poélen, polinose, rinoconjuntivite alérgica, alergia a pdlen de gramineas,
Lolium multiflorum, reatividade cruzada, IgE, Immunoblotting



ABSTRACT

Background: Lolium multiflorum (Lm) grass pollen, Poaceae family, is the major cause of
pollinosis in South Brazil. There are no studies evaluating the cross-reactivity between
allergenic fractions from L. multiflorum and other pollen grass species.

Objective: To evaluate the sensitization to Lm pollen allergens in patients with pollinosis
through the detection of specific IgE by skin prick test (SPT) and immunoassays (ELISA). To
characterize immunodominant fractions from L. multiflorum pollen allergens, and cross-
reactivity with other allergens from commercial grass pollen extracts.

Methods: Thirty eight serum samples from patients with seasonal allergic rhinitis (SAR
group), 35 serum samples from patients with perennial allergic rhinitis (PAR group) and 30
serum samples from non atopic patients (NA group) were tested for IgE reactivity. The
sensitization was evaluated using SPT and IgE specific levels against L. multiflorum pollen
extract were determined by ELISA. Inhibition ELISA and Immunoblotting were used to
evaluate the cross-reactivity between allergens from L. multiflorum and commercial grass
pollen extracts.

Results: Serum specific IgE antibodies against Lm were detected in 100% of patients from
SAR group and in 8.6% of patients from PAR group. Inhibitions observed in specific IgE
ELISA demonstrated Lm cross-reactivity between homologous (Lm) and heterologous (L.
perenne [Lp] or Gramineas II [GII]) grass pollen extracts, but not for Gramineas I (GI).
Fourteen IgE binding fractions were observed and the fractions of 26, 28 and 32 kDa were the
most frequent (> 90%). For IgE Immunoblotting inhibition Lm, Lp and GII inhibited
significantly IgE binding to the most Immunodominant fractions of Lm, particularly the
55kDa fraction. The 26 kDa fraction were not inhibited by the Lp extract, but it was inhibited
by Lm and, GII in lower proportion.

Conclusion: Lm pollen extract is more appropriate instead of other phylogenetic related grass
pollens for determining quantitative sensitization in diagnostic and therapeutic purposes to

pollinosis due to L. multiflorum pollen.

Key Words: pollen, pollinosis, allergic rhinoconjunctivitis, grass pollen allergen, Lolium
multiflorum, cross-reactivity, IgE, Immunoblotting



1. INTRODUCAO

1.1. Atopia e alergia

O termo atopia foi empregado primeiramente por Coca e Cooke em 1923 para
descrever um grupo de doengas que tinham, em comum, um mecanismo fisiopatologico,
envolvendo reacdes de hipersensibilidade do tipo I, onde os individuos apresentavam
testes cutaneos positivos para aeroalérgenos e histdoria familiar de asma, rinite, febre do
feno e/ou dermatite atdpica (COCA; COOKE, 1923 apud JOHANSSON et al., 2001).
Mais recentemente, Johansson et al. (2001) propuseram a seguinte defini¢ao: Atopia ¢
uma tendéncia pessoal ou familiar a produzir anticorpos IgE, em resposta a baixas doses
de alérgenos, frequentemente proteinas, e desenvolver sintomas tipicos, como asma,
rinoconjuntivite alérgica ou dermatite atopica. O estado atdpico é reconhecido: por teste
cutaneo, pela presenca de IgE alérgeno-especifica, pela elevagdo da IgE sérica total e
pela presenca de eosinofilos no sangue (COOKSON, 1999).

A alergia ¢ um dos principais problemas de saude da sociedade moderna (RING et
al., 2001), sendo que os principais alérgenos inalaveis encontrados em nosso meio sao
oriundos de acaros da poeira domiciliar do género Dermatophagoides, pélens, fungos
do ar, baratas e epitélio de animais.

Alérgenos sao substincias capazes de desencadear resposta imunoldgica com a
produgdo de imunoglobulinas da classe E (IgE) em individuos atopicos. O contato
inicial do alérgeno com a mucosa leva a producao de IgE, sendo que a resposta pela IgE
¢ um evento local, que ocorre no sitio de entrada do alérgeno no organismo, isto ¢, em

superficies mucosas ¢/ou em linfonodos locais (ABBAS; LICHTMAN, 2003).



No caso da polinose (febre do feno ou “hay fever”), os antigenos de pdlen podem
provocar, sintomas clinicos relacionados a rinoconjuntivite polinica, quando em contato
com a mucosa do aparelho respiratorio e a conjuntiva de individuos previamente

sensibilizados (DUTRA; ROSARIO FILHO; ZAVADNIAK, 2001).

1.2. Polen e alérgenos

Os graos de polen dispersos ou transportados pelo ar, ditos anemofilos, sdo os de
importancia alergologica. Um grao de poélen pode ser transportado por 175 km a uma
velocidade média de 10m/segundo. O pdlen permanece estavel por séculos em uma
atmosfera seca (STANLEY; LINSKENS, 1974), sendo que alérgenos de graos de pdlen
secos ou desidratados mostram pouca atividade na matriz citoplasmatica, mas forte
atividade em organelas como mitocondria, particulas de polissacarideos e grdos de
amido. Acredita-se que alérgenos de pdlens sejam extremamente soliveis em agua, pois
sdo capazes de evocar uma reacgdo alérgica mediada por IgE dentro de segundos, o que
torna seus alérgenos biologicamente e prontamente disponiveis (BEHRENDT;
BECKER, 2001). Um estudo realizado com pdlens da graminea Phleum pratense
confirmou a presenga de granulos de amido carregadores de alérgenos, os quais eram
liberados apds contato do polen com a agua. Estes granulos foram reconhecidos pelo
soro de ratos sensibilizados ao polen, e foram responsaveis pelo desencadeamento da
proliferacdo de linfocitos nestes ratos (MOTTA et al., 2004).

Particulas alergénicas sdo liberadas do citoplasma do polen, por expulsdo, por pelo
menos dois mecanismos. Primeiro por difusdo rapida em meio isotdnico, onde os
alérgenos induziriam sintomas alergénicos imediatos nas superficies mucosas

acessiveis, como conjuntiva ¢ mucosa nasal (VRTALA et al., 1993). De acordo com o



segundo mecanismo proposto, a rapida expulsdo de materiais respiraveis dos graos de
polen, contendo alérgenos, permitiria a sua hidratacdo em meio hipotonico (como por
exemplo, agua da chuva), que devido ao seu tamanho reduzido alcancariam as vias
aéreas inferiores e induziriam sintomas de asma (SUPHIOGLU, 1998).

A liberagdo de alérgenos de dentro do grao de polen ¢ um pré-requisito para sua
atuacdo em individuos sensibilizados. Existem pelo menos trés mecanismos indutores
da liberagao de alérgenos de polens: alta umidade; tempestades e chuvas pesadas e,
poluentes (BEHRENDT et al., 1997). Desta forma, a liberagdo de alérgenos de polen
pode ocorrer em dois diferentes compartimentos, na superficie da mucosa do trato
respiratdrio superior apos exposicdo ao polen e no ar ambiente, no lado externo do

organismo animal/humano.

1.3. Polinose

Uma caracteristica da polinose ¢ a periodicidade anual, uma vez que os sintomas,
geralmente, ocorrem na mesma época do ano, durante a polinizagdo (SOLOMON,
1984). Entretanto, alguns pacientes sensibilizados a polens relatam sintomas de alergia
antes e apos o periodo de liberacdo de polens (LICCARDI et al., 1996; REINBERG et
al., 1988) devido, principalmente, a presenca de alérgenos no interior das residéncias,
uma vez que animais domésticos, roupas e outros objetos podem albergé-los
contribuindo para sua manuteng¢ao neste ambiente (FAHLBUSCH et al., 2000).

Clinicamente, a polinose ¢ caracterizada por rinoconjuntivite alérgica e/ou asma
bronquica. Os pacientes manifestam prurido ocular com hiperemia conjuntival, coriza,
espirros, prurido nasal ou faringo-palatal e auséncia ou presenga de obstrucdo nasal.

Hiperreatividade bronquica com asma associada pode acontecer em 15% a 20% dos
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individuos. A hiperemia conjuntival e o prurido ocular sdo quase constantes na
polinose, diferenciando-a do resfriado comum (VIEIRA, 1995). O exame das vias
aéreas revela a presenga de reagdo inflamatoria, com edema da mucosa nasal e
aumentos dos cornetos, com secrecdo mucosa transparente. O citograma pode mostrar
um aumento significativo de eosinofilos, em geral superior a 10% (VIEIRA, 1995).

A sensibilizagdo a alérgenos de polens pode ocorrer de forma isolada ou associada
a sensibilizacdo a outros alérgenos perenes, como os alérgenos de acaros da poeira
domiciliar do género Dermatophagoides, fungos, epitélio de animais e baratas. Assim, a
sintomatologia pode ocorrer exclusivamente durante a primavera, época da polinizagdo,
ou durante todo o ano, porém, nesse ultimo caso, exacerbada na primavera (VIEIRA,
1995). Deste modo, a alergia polinica pode ser inaparente e encoberta, por outras
sensibilizacdes, capazes de alterar o seu quadro clinico caracteristico em alguns casos
(MENDES; LACAZ, 1965 apud VIEIRA, 1995).

A repeticdo por mais de uma estagdo polinica dos sintomas classicos de
rinoconjuntivite alérgica, associados ou nao a asma bronquica, pressupde o diagnodstico
clinico de polinose. A utiliza¢ao de extrato misto contendo pdlens de diferentes espécies
de gramineas tem sido recomendada, uma vez que ocorre identidade alergénica ou
reacOes cruzadas entre as mesmas (WEBER, 2003). Testes de provocagdo nasal ou
bronquica, com antigenos polinicos e dosagem de IgE especifica sio métodos auxiliares
de diagnostico (VIEIRA, 1995; SOPELETE et al., 2006). Entretanto, extratos brutos de
polens, utilizados no diagnostico (através de testes cutdneos) e na imunoterapia
(ARILLA et al., 2001; FAHLBUSCH et al., 1998; ROSARIO FILHO, 1987), podem
apresentar poténcia alergénica variavel conforme, no caso de poélens de gramineas, as
condi¢des ambientais de cultivo das plantas (ARILLA et al., 2001), entre espécies da

mesma subfamilia (DAVIES et al., 2005), do grau de maturagdo dos graos de pélen, do
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procedimento de extragdo (MISTRELLO et al., 2002) e da estabilidade do extrato
(NIEDERBERGER et al., 1998; NIEMEIJER et al., 1996). Assim, esses extratos
conttm uma mistura complexa de proteinas, muitas delas desconhecidas, das quais
somente algumas tém atividade alergénica (ARILLA et al., 2001) e em muitos casos,
importantes alérgenos podem estar ausentes ou mesmo em baixa concentragdao ou ainda
apresentarem diferentes concentragdes em extratos comerciais de uma mesma empresa
ou entre empresas (VALENTA; NIEDERBERGER, 2007).

A correlagdo entre a intensidade da reacdo produzida pelo alérgeno, a rapidez com
que a reacgdo se desenvolve ao TCP e os niveis séricos de anticorpos IgE especificos ao
alérgeno, ja foi observada e gera assim uma informacao util para o clinico na avaliag@o
do paciente alérgico (ROSARIO FILHO; VILLELA, 1997). IgE especifico ao pélen de
Lolium multiflorum podem ser mensurados por ELISA IgE mesmo quando o soro dos
pacientes ¢ coletado fora da estacdo polinica, demonstrando assim que o imunoensaio
ELISA ¢ bastante especifico e sensivel, € que tem muito a colaborar no diagnéstico dos
pacientes com polinose (SOPELETE et al., 2006).

Na polinose, a profilaxia é particularmente dificil. Evitar ou diminuir a exposigado
ao meio externo ¢ complicado devido a necessidade da permanéncia dos individuos no
meio ambiente exterior em atividades de trabalho e lazer e, no meio domiciliar ha relato
da manutencdo dos alérgenos no interior das residéncias apds a estagdo polinica
(FAHLBUSCH et al., 2000). Entretanto, nos dias secos, quentes ¢ com presenga de
ventos ¢ recomendavel ao paciente permanecer em ambiente fechado, se possivel com
ar condicionado e filtro, utilizar 6culos quando do uso de moto ou bicicleta, manter as
janelas fechadas em automdveis, evitar passeios em clubes de campo, cortar grama, ou

realizar trabalhos de jardinagem (VIEIRA, 1995).
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1.4. Polinose no mundo e no Brasil

Polen de gramineas ¢ a principal origem de alérgenos ambientais em climas
temperados e frios, sendo seu papel extensivamente conhecido e documentado (KNOX;
SUPHIOGLU, 1996). Dentre os pacientes alérgicos no mundo, pelo menos 40% estio
sensibilizados a alérgenos de pdlens de gramineas (ANDERSON; LIDHOLM, 2003).
Viarias espécies de gramineas produtoras de podlen t€ém sido reconhecidas como
alergénicas, entre elas, Lolium perenne, Poa pratensis, Phleum pratense, Dactylis
glomerata e Cynodon dactylon (KNOX; SUPHIOGLU, 1996; SUPHIOGLU, 2000;
WEBER, 2003). Lolium perenne e algumas gramineas da subfamilia Pooideae sdo
importantes fontes de alérgenos em regides de clima temperado (FREIDHOFF et al.,
1986; SMART, TUDDENHAM; KNOX, 1979; WUTHRICH et al., 1995), enquanto
que poélens de C. dactylon sdo importantes em regides de clima tropical
(SCHUMACHER, 1985). Na Figura 1 estdo demonstradas algumas espécies de

gramineas da familia Poaceae e sua hierarquia filogenética.
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Familia  Subfamilia
Poaceae
.................. Panicoideae
.................. Chloridoideae
.................. Pooideae

Tribo

Espécie

Paspalum notatum

Cynodonteae

..................

Cynodon dactylon

Phleum pratense’
Avena sativa'

Holcus lanatus

Phalaris aquatica
Anthoxanthum odoratum

Festuca pratensis’
Dactylis glomerata’
Lolium multiflorum
Lolium perenne®
Poa pratensis®

Hordeum vulgare'
Secale cereale!
Triticum sativum'

Nome comum

Grama batatais

Grama seda

Grama timoteo
Aveila
Capim lanudo

Grama doce

Capim do prado
Dactilo
Azevém anual
Azevém perene
Grama azul

Cevada
Centeio
Trigo

Figura 1. Gramineas da familia Poaceae e sua hierarquia filogenética. O Género foi

omitido com objetivo de simplificagdo. Nome comum apresentado refere-se ao nome

. “n [ , . , .
conhecido em algumas regides do Brasil. Gramineas cujos pdlens constituem o extrato

comercial Gramineas I (GI); > Gramineas cujos polens constituem o extrato comercial

Gramineas II (GII). — sem nome comum conhecido no Brasil. Adaptado de Lovborg et

al. (1999).

Na regido Sul de nosso pais, a sintomatologia clinica devida a alergia a poélen de

azevém (Lolium multiflorum) inicia-se, geralmente, em setembro, inicio da estagdo

polinica, e exacerba-se nos meses de outubro e novembro, prolongando-se, em alguns

casos, até dezembro/janeiro (ROSARIO FILHO, 1983).




14

Em pesquisa epidemioldgica da polinose entre a populacdo geral de algumas
cidades do Estado do Rio Grande do Sul (1985-1986), Vieira e Negreiros (1989)
estimaram prevaléncia de 2,3% em Passo Fundo e 4,8% em Caxias do Sul. Valores
significativamente menores (< 1,0%) foram encontrados na capital Porto Alegre, Pelotas
(litoral), Santa Maria (centro), Santo Angelo (Missdes) e Uruguaiana (fronteira oeste).

Posteriormente, em um grande inquérito epidemiologico na cidade de Curitiba,
Parana, Esteves et al. (1999) observaram ao teste cutineo de puntura positividade a
alérgenos de poélen de L. multiflorum em 4,7% dos escolares ¢ 15,4% dos adultos
investigados. Mais recentemente, Rosario Filho (2002), também em criangas de
Curitiba, detectou por teste cutdneo de puntura 16,5% de positividade a extrato de pdlen
de L. perenne.

Posteriormente, empregando questionario do International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC), Vieira ¢ colaboradores (VIEIRA; FERREIRA;
MATTER, 2005) estimaram prevaléncias de 22,1% em Caxias do Sul, RS e de 14,1%

em Santo Angelo, ambas as cidades do Rio Grande do Sul.

1.5. Pdlens alergdgenos no Brasil

Segundo os principios de Thomen uma planta para ser considerada causadora de
polinose deve ser anemofila, ou seja, ser capaz de distribuir seus pdlens através dos
ventos, possuir pdlen alergénico, ser abundante e estar proxima do homem. No Brasil, o
polen de gramineas ¢ responsavel por quase a totalidade dos casos de doenga polinica,
sendo que alérgenos de polens de arvores e ervas apresentam menor importincia na
sensibilizacdo e indug¢do de polinose em individuos atopicos (VIEIRA, 2003). Em

relagdo as arvores, espécies da flora da regido Sul do Brasil como Platanus sp,
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Ligustrum sp (ROSARIO FILHO, 1984) , Acacia sp, Araucaria e Eucaliptus distribuem
ao seu redor grande quantidade de podlen fortemente alergizante (VIEIRA, 1989). Nos
Estados do Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul as gramineas substituiram em
grandes extensOes a vegetacdo natural, e proporcionaram condi¢des para o
desenvolvimento de plantas alergénicas (VIEIRA, 2002).

No nosso meio, o Lolium multiflorum, conhecido como azevém, ou na lingua
inglesa, como “italian ryegrass”, ¢ a principal graminea causadora de polinose
(DUTRA; ROSARIO FILHO; ZAVADNIAK, 2001). Outras espécies de gramineas
alergénicas crescem desordenadamente nas periferias das cidades e em terrenos
abandonados como Anthoxanthum odoratum, Cynodon dactylon, Holcus lanatus,
Phleum pratense, Paspalum notatum e Bromus sp, entre outras (KURTZ, 1998;

VIEIRA, 2003).

1.6. Lolium multiflorum

Lolium multiflorum, apresenta a seguinte classificagdo taxondmica, resumida:
Reino: Viridiplantae; Filo: Embryophyta; Classe: Liliopsida; Ordem: Poales; familia:
Poaceae; Subfamilia: Pooideae; Género: Lolium e Espécie: Lolium multiflorum (Lam.,
1779).

O L. multiflorum é uma graminea com elevado potencial alergénico (ROSARIO
FILHO, 1986), n3o nativa no Brasil, trazida por imigrantes europeus, da regido
mediterrinea européia, para ser usada na agricultura (DUTRA; ROSARIO FILHO;
ZAVADNIAK, 2001). Sob o ponto de vista ecoldgico, propaga-se e cresce
desordenadamente em terrenos abandonados, nas areas rurais ¢ urbanas, assim como em

parques e ao longo de rodovias (ROSARIO FILHO, 1989). Possui caracteristicas de
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excelente adaptagdo as condicdes ambientais locais (solo, clima e topografia) e alto
valor nutritivo. Foi introduzida como forrageira para os meses de inverno nos Estados
da Regido Sul do Brasil, e atualmente vem sendo utilizada em consorciagdo com
leguminosas diversas na estagao fria e, no verdao, com a soja e, como cobertura do solo
no denominado “plantio direto” ou “semeadura direta na palha” (VIEIRA, 2003). Uma
parte do L. multiflorum cultivado segue sua evolugao vegetativa e reprodutiva completa
para a obtencdo de sementes. Nessa circunstancia em particular, estima-se que todas as
anteras abram, liberando o pélen no ar com o objetivo de fecundar outras flores e assim,
produzir sementes (VIEIRA; FERREIRA; MATTER, 2005).

Estima-se que um hectare (100 x 100 metros) de cultivo de azevém produza até¢ 100
kg de polen, e que um grama desse polen possua cerca de 100 milhdes de graos, e que,
pacientes sensibilizados, altamente atopicos, possam apresentar sintomas, com somente

5a 10 grios/m’ de ar (ROSARIO FILHO, 1997).

1.7. Alérgenos de pdélen de gramineas da familia Poaceae

Plantas da familia Poaceae sdo as principais fontes de alérgenos de podlens de
gramineas, devido a sua ampla distribuicdo mundial e grande capacidade de produgdo
de polens (FREIDHOFF et al.,, 1986; SUPHIOGLU, 2000). As espécies mais
importantes sdo Lolium perenne, Poa pratensis e Phleum pratense, mas outras espécies
podem ser importantes clinicamente dependendo da regido geografica (BASS et al.,
2000; DAVIES et al., 2005).

Devido a homologia estrutural, similaridades imunoquimicas e reatividade cruzada
entre epitopos, os alérgenos de poélen de gramineas sdo classificados em grupos de

acordo com o International Union of Immunological Societies — Allergen Nomenclature
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Subcommittee (IUIS) (KING et al., 1995). De uma maneira geral, treze grupos de

alérgenos de pdlen de gramineas ja foram descritos. No Quadro 1 estdo relacionadas

algumas espécies de gramineas da familia Poaceae de importancia clinica e seus

principais alérgenos.

Quadro 1. Relagdo de gramineas que produzem pdlens alergénicos da familia Poaceae,

de acordo com seus respectivos alérgenos e massa molecular relativa (Mr)

Gramineas da familia Poaceae e seus alérgenos

Lolium perenne
Lolp1

Lolp2

Lolp3

Lolp 4

Lolp5

Lolp 10

Lolp 11

Poa pratensis
Poap 1
Poaps5

Poap 10

Phalaris aquatica
Phaal
Phaas

Mr (kDa)
35

11

11

50-60
28-32

12

16

33
28-34
12

34
31-33

Phleum pratense
Phlp 1

Phlp 2

Phlp 4

Phlp 5

Phlp 6

Phlp 7

Phlp 12

Phlp 13

Dactylis glomerata
Dacg1
Dac g2
Dac g3
Dac g5

Cynodon dactylon
Cynd 1

Cynd7

Cynd 12

Mr (kDa)
27

10-12

55

32-38

13

6-8

14

55-60

32
11
14
31

31-32
12
14

* Fonte: Suphioglu (2000), com modificacdes.

Do ponto de vista clinico, alérgenos do grupo 1 sd3o os mais importantes,

reconhecidos por aproximadamente 95% de todos os pacientes sensiveis a poélen de
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gramineas, seguidos pelos do grupo 5, reconhecido por até 85% destes pacientes
(WEBER, 2003). Outros alérgenos importantes sao dos grupos 2, 3, 4 e 13,
reconhecidos por mais de 50 % dos individuos alérgicos a polen de gramineas
(ANSARI; SHENBAGAMURTHI; MARSH, 1989; FAHLBUSCH et al., 1998; SUCK
et al., 2000).

Lolium perenne ¢ uma das principais fontes de proteinas alergénicas por ser
mundialmente distribuido e por sua alta produgdo de pdlen durante a floragao (SMART;
TUDDENHAM; KNOX, 1979). Segundo Ford; Baldo (1986), por SDS-PAGE, o
extrato bruto de polen de L. perenne ¢ constituido de pelo menos 14 alérgenos, com
massas moleculares variando de 12 a 80 kDa.

Lol p 1 e Lol p 5 ja clonados, seqiienciados ¢ bem caracterizados (GRIFFITH et al.,
1991; ONG et al., 1993; SINGH et al., 1991) ndo apresentam homologia significante em
relacdo a seqiiéncia de aminodcidos. Localizam-se em diferentes compartimentos: Lol p
1, no citosol (SINGH; SMITH; KNOX, 1990; STAFF et al., 1990) e Lol p 5, associado
aos granulos de amido dos grios de polen (SINGH et al, 1991). Em estudo de
imunolocalizacdo, através de anticorpo secundario marcado com particulas de ouro
coloidal, Grote et al. (2000) demonstraram que Lol p 1 pode ser encontrado também na
superficie do grao de polen seco enquanto, Lol p 5 ndo pode ser detectado na superficie
dos graos.

Vale a pena ressaltar que na literatura existem diferengas entre a massa molecular,
deduzida a partir da seqiiéncia de aminoacidos, € o tamanho aparente estimado por
SDS-PAGE. Existem varias possiveis explicagdes para esse comportamento
eletroforético dos polipeptideos no SDS-PAGE, entre eles, a ocorréncia de glicosilagao,
pontos isoelétricos acidos ou basicos e, alto conteido de prolina. No caso das

gramineas, segundo Suck et al. (2000) a alteragdo de um simples aminoacido pode
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promover uma mudanga de mais de 10% na mobilidade de proteinas no SDS-PAGE.
Adicionalmente, a ocorréncia de varios componentes antigénicos de massa molecular
semelhante, dentro de uma mesma espécie, pode ser devido a existéncia de isoformas,
como as que ocorrem em Lol p 1 e Lol p 5 (4 e 8 isoformas, respectivamente) (SMITH
et al., 1994). No caso das gramineas, isoformas de uma proteina alergénica sao
proteinas igualmente reconhecidas por IgE de pacientes alérgicos, sendo que
apresentam, freqiientemente, a mesma massa molecular, mas ponto isoelétrico
diferentes (ONG et al., 1993; SINGH et al., 1991), decorrentes de modificacdes pos-
traducionais e transcricionais, entre elas, principalmente, glicosilagdo, hidroxilacdo e
presenca de residuos de cisteina.

Ong et al. (1993) em estudos de Imunoblotting verificaram variagdo na intensidade
do sinal de IgE ligante as diferentes isoformas de Lol p 5 (de aproximadamente 27 a 31
kDa) e que 80% dos pacientes possuiam IgE que reconheceu pelo menos duas isoformas
de Lol p 5. Swoboda et al. (2002) observaram que mutagdes pontuais na seqiiéncia de
Lol p 5 reduziram a alergenicidade desse alérgeno.

Assim, o conteudo alergénico de extrato brutos pode diferir ndo somente quanto ao
grau de maturagdo dos poélens, os procedimentos de extra¢ao alergénica empregados ¢ a
estabilidade do extrato (NIEDERBERGER et al., 1998; VRTALA et al., 1993), mas

também entre isoformas de proteinas alergénicas de uma mesma espécie de graminea.

1.8. Reatividade cruzada entre alérgenos de polen de gramineas da familia Poaceae

As gramineas podem apresentar epitopos de alérgenos de poélen compartilhados,

sendo inclusive demonstradas similaridades imunoquimicas e estruturais entre seus

principais alérgenos (FAHLBUSCH et al, 1998; WEBER, 2003). Esse
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compartilhamento de epitopos entre espécies também ¢ conhecido como reatividade
cruzada. Resumidamente, a defini¢ao de reatividade cruzada entre alérgenos baseia-se
no reconhecimento imunologico: dois alérgenos apresentam reatividade cruzada se
houver um unico anticorpo que reaja a ambos (AALBERSE; AKKERDAAS; VAN
REE, 2001).

Classicamente, anticorpos reativos a pelo menos 15 aminoacidos s3o ditos
direcionados a epitopos lineares, enquanto que aqueles que ndo reagem a seqiiéncias
lineares sdo classificados como ligantes de epitopos conformacionais (AALBERSE;
AKKERDAAS; VAN REE, 2001). Em proteinas ou glicoproteinas, a interacdo entre
um anticorpo e um epitopo (antigeno/alérgeno) ocorre via superficie. Isso ndo quer dizer
que a parte abaixo da superficie da proteina ndo seja importante, pelo contrario, ela ¢
essencial no dobramento e configuragdo da proteina. Mutacdes na seqiiéncia de
aminoacidos (mesmo de 1 aminoacido) na parte interna podem resultar em mudanga na
conformacao da proteina e, consequentemente, na afinidade ao anticorpo (AALBERSE;
AKKERDAAS; VAN REE, 2001). Sendo assim, juntamente com a homologia na
seqiiéncia de aminoacidos a homologia da estrutura tridimensional potencializa a
reatividade cruzada entre proteinas, resultando em reatividade cruzada de alta afinidade
(AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001).

O alto grau de homologia entre proteinas geralmente resulta em reatividade cruzada
e consequentemente reflete as relagdes filogenéticas entre os organismos. O
seqiienciamento de alérgenos de pélen do grupo 1 em oito espécies de gramineas
demonstrou alto nivel de conservacdo na seqiiéncia de aminoacidos, incluindo a
presenga de sete residuos de cisteinas. O alto grau de conservagdo de residuos de
cisteina sugere um padrdo comum na formagdo de pontes dissulfeto ¢ no dobramento

das proteinas do grupo 1 nessas gramineas (SHCHERBAN et al., 1995).
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Para avaliar a existéncia de reatividade cruzada entre alérgenos de gramineas tém-
se utilizado ensaios de inibicdo competitiva, como RAST e ELISA (BERSTEIN et al.,
1976; SOPELETE et al., 2006) e o advento da técnica de Immunoblotting de inibigdo
possibilitou a identificacao e a analise da for¢a de reconhecimento por IgE das fragdes
de reatividade cruzada entre extratos (SUCK et al., 2000).

Estudos realizados com polen de gramineas da familia Poaceae demonstraram uma
forte reatividade cruzada baseada nos marcadores dos alérgenos principais de pdlens
dos grupos 1, 2/3, 5 e 12 (WEBER, 2003; ANDERSON; LIDHOLM, 2003). Entretanto,
apesar da existéncia de reatividade cruzada, deve-se enfatizar que alérgenos tnicos de
determinadas espécies também ocorrem. E o caso dos alérgenos de podlens de P.
notatum e de C. dactylon que demonstraram ter uma limitada reatividade cruzada a L.
perenne e a outras gramineas clinicamente relevantes (DAVIES et al., 2005; WEBER,
2003).

Apesar dos esforgos em desenvolver extratos padronizados com atividade biologica
e reatividade de IgE conhecidos ou da determinagdo da concentragdo dos principais
alérgenos, muitos extratos de pdlens de gramineas constituem-se ainda de misturas de
componentes alergénicos e ndo alergénicos (VALENTA; NIEDERBERGER, 2007).
Aliado a isso, considerando-se a existéncia de reatividade cruzada, extratos totais ou
parcialmente purificados de polen de uma espécie de graminea vém sendo utilizados no
diagnostico e na imunoterapia (AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001).
Entretanto, apesar da existéncia de reatividade cruzada, deve-se analisar a sensibilizagdo
individual do paciente uma vez que alérgenos unicos de determinadas espécies também
ocorrem (DAVIES et al., 2005; WEBER, 2003).

Poucos estudos foram desenvolvidos para identificar as principais fragoes

alergénicas presentes em extratos de polen de L. multiflorum reconhecidas por IgE de
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pacientes com polinose (SOPELETE et al., 2006), sendo completamente inexistentes
dados que caracterizem as fragdes de reatividade cruzada entre alérgenos de pdlen de L.
multiflorum com os de outras espécies de gramineas. Assim, estudos que caracterizem
os principais alérgenos de L. multiflorum e sua relagdo com alérgenos de podlens de
outras gramineas a ela relacionada sdo importantes no desenvolvimento de extrato
alergénico, com objetivo de otimizar o diagndstico e imunoterapia especifica para pdlen

de L. multiflorum.
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2. OBJETIVOS

1. Avaliar a sensibiliza¢do alergénica ao pélen de L. multiflorum em pacientes
atopicos, por meio de teste cutdneo de puntura utilizando extratos de polen de

gramineas.

2. Determinar os niveis séricos de IgE especifica aos alérgenos de pdlen de L.

multiflorum por ELISA-IgE.

3. Analisar a reatividade cruzada de anticorpos IgE de L. multiflorum de pacientes
com polinose aos componentes alergénicos presentes nos extratos de polen de L.
perenne e extratos mistos Gramineas I e Gramineas II, por imunoensaios ELISA de

inibi¢do competitiva.

4. Identificar as fracdes alergénicas do extrato total de pdlen de L. multiflorum

reconhecidas por anticorpos IgE de pacientes com polinose, por Immunoblotting.

5. Determinar a reatividade cruzada de anticorpos IgE especificos a alérgenos de
pélen de L. multiflorum de pacientes com polinose as fragdes alergénicas presentes nos
extratos de polen de L. perenne e extratos mistos Gramineas I e Gramineas II, por

Immunoblotting de inibi¢do competitiva.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O Projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos,
seguindo normas da Resolu¢ao 196/96, do Conselho Nacional de Saude (CNS) do
Ministério da Saude e aprovado em 22 de setembro de 2003, sob processo numero CEP

089/2003 (ANEXO 1).

3.2. Local do estudo

Graos de poélen de L. multiflorum foram coletados em fazendas do municipio de
Caxias do Sul, durante estacao polinica do azevém, em outubro de 2003. Pacientes e
individuos que constituiram os trés grupos de estudo eram moradores das cidades de
Caxias do Sul e de Uberlandia, onde foram selecionados em suas respectivas cidades.
Caxias do Sul, distante 136 km de Porto Alegre, capital do Estado do Rio Grande do
Sul, situa-se na Regido Sul e localiza-se (longitude 51°W, latitude 29°S) na encosta
superior do Nordeste do Rio Grande do Sul, parte na extremidade leste da microrregido
vitivinicola. Com uma area territorial de 1.588,4 km? de extensdo, Caxias do Sul esta de
760 a 800 metros acima do nivel do mar, o que determina um clima do tipo Subtropical
de altitude com temperatura minima de -8°C e maxima de 35°C (média de 16°C) e
umidade relativa do ar de 84% (Prefeitura Municipal de Caxias do Sul). A populagdo
estimada para o ano de 2005 foi de 400.000 habitantes, segundo o Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE, 2007).



25

Uberlandia, situada no Sudeste do Brasil, distante 563 km de Belo Horizonte, capital
do Estado de Minas Gerais, localiza-se (longitude 48°W, latitude 18°S) na regido
conhecida como Triangulo Mineiro. Com uma érea territorial de 4.116 km® e populacio
estimada para o ano de 2006 de 615.000 habitantes (IBGE, 2007) ¢ uma cidade com
clima do tipo Tropical chuvoso, sendo que a vegetacao caracteristica € o cerrado.

As analises in vitro foram desenvolvidas no Laboratorio de Alergia e Imunologia
Clinica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia

(UFU).

3.3. Coleta de graos de pélen de L. multiflorum

Plantas de Lolium multiflorum sdo cultivadas, como forrageira ou para cobertura de
solo, em fazendas do municipio de Caxias do Sul. Cerca de 3 gramas de graos de pdlen
foram coletados durante a estacdo de florescimento do azevém em outubro de 2003,
pelo Prof. Dr. Francisco de Assis Machado Vieira. Os graos de poélen liberados das
anteras por agitagdo vigorosa, foram contidos em sacos de papel e transferidos para
tubos de ensaio. Os tubos devidamente lacrados e identificados foram mantidos a 4°C
em embalagem hermética e enviados por via aérea ao Laboratorio de Alergia e
Imunologia Clinica da Universidade Federal de Uberlandia.

O Material enviado ao Laboratorio de Alergia e Imunologia Clinica foi peneirado
(Standard Sieve Series, ASTM, EUA; poros de 56 um) para retirada de impurezas ¢
posteriormente macerado em graal e pistilo, € novamente acondicionado em tubos de
ensaio, devidamente lacrados, onde permanece armazenado a 4°C até os procedimentos
de extragdo alergénica. A pureza dos grios peneirados (aproximadamente 99%) foi

analisada por microscopia de luz, com aumento de 40 vezes (40x).
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3.4. Extracéao alergénica

Apos serem peneirados e macerados, procedeu-se a extragao antigénica dos podlens
de Lolium multiflorum pela adi¢do de solugao salina tamponada com fosfatos (PBS 0,01
M; pH 7,2), seguindo metodologia descrita anteriormente (SOPELETE et al., 2006). Em
seguida, foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases- Leupeptina 1uM
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA, L-2884), PMSF ImM (Sigma, P-7626),
Benzamidina ImM (Sigma, B-6506) e Aprotinina 10 pg/mL (Sigma, A-6279), seguido
de incubacdo a 4°C por 18 horas sob agitacdo orbital constante.

O contetdo foi centrifugado (20.000 x g por 30 minutos a 4°C) (Sigma
Laborzentrifugess 2K11) e o sobrenadante final obtido foi dialisado (SPECTRA/POR"
molecular porous membrane tubing MWCO: 6-8.000; Spectrum Medical Industries
Inc., Houston, TX, EUA) contra PBS a 4°C, por 20 horas, sob leve agitacdo. O extrato

dialisado foi aliquotado e armazenado a — 20 °C.

3.5. Preparacao dos extratos comerciais para os testes de inibicdo competitiva

Os extratos comerciais utilizados foram adquiridos da empresa IPI/ASAC Brasil
(IPI/ASAC, Sao Paulo, Brasil) e posteriormente dialisados em PBS 0,01 M, pH 7,2,
utilizando um volume final de 10 vezes o volume inicial de extrato, em sistema Amicon
(Amicon bioseparations” ultrafiltration membranes NMWL 3,000, Millipore
Corporation, Bedford, MA 01730, EUA). Apds a dialise os extratos foram aliqiiotados e

armazenados a — 20 °C.
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3.6. Dosagem protéica

O conteudo protéico do extrato de pélen de L. multiflorum (Lm) ¢ dos extratos
comerciais utilizados foi estimado pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando uma
curva padrdo de proteina, a soroalbumina bovina (BSA), em diluicao dupla seriada de
500 pg/mL a 15,6 pug/mL. A leitura da reacdo foi realizada a 660nm em
espectrofotometro (Micronal, Sdo Paulo, SP, Brasil). A concentragdo protéica foi
determinada em mg/mL, utilizando-se o software Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad

Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA).

3.7. Preparagao do extrato alergénico para teste cutaneo de puntura

Para a preparacdo do extrato para teste cutaneo de puntura (TCP), o extrato de pdlen
de L. multiflorum (Lm) foi diluido em PBS fenol 0,4 % e glicerina a 50% em uma
concentragdo final de 1 mg de proteina/mL. O extrato alergénico glicerinado de L.
multiflorum foi acondicionado em frascos com conta-gotas ¢ mantido a 4°C até o

momento do uso no TCP.

3.8. Termo de consentimento e avaliagao clinica e fisica dos individuos da pesquisa

A concordancia em participar da pesquisa foi confirmada pela assinatura do termo
de consentimento pos-informado (ANEXO 2) pelos individuos da pesquisa (ou por seu
responsavel legal, em caso de menores de 18 anos), de acordo com as normas da
Resolugao CNS 196/96. No termo de consentimento consta o nome da pesquisa, bem

como seu objetivo, os procedimentos a serem realizados, como coleta de sangue e teste
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cutaneo de leitura imediata, e a possibilidade de saida do estudo sem necessidade de
explicacao prévia ou prejuizo ao atendimento atual ou futuro dos sujeitos da pesquisa.
Em seguida, os sujeitos foram avaliados através de exame clinico e fisico pelos
seguintes médicos especialistas em alergia pela Sociedade Brasileira de Alergia e
Imunopatologia:
- Prof. Dr. Francisco de Assis Machado Vieira (Caxias do Sul — RS) — médico alergista
e professor titular de Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde,
Faculdade de Medicina, Universidade de Caxias do Sul, RS; avaliou os pacientes
residentes em Caxias do Sul.
- Prof. Dr Ernesto Akio Taketomi (Uberlandia, MG) — médico alergista e professor
titular de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), chefe do Laboratorio de Alergia e Imunologia Clinica e médico
responsavel pelo Ambulatorio de Alergia e Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas

da UFU (HC-UFU); avaliou os pacientes e individuos residentes em Uberlandia.

3.9. Teste cutaneo de puntura

A hipersensibilidade imediata a alérgenos de polen de L.multiflorum foi determinada
por meio de TCP. Para a realizacdo do teste foi empregado extrato alergénico
glicerinado de pdlen de L. multiflorum a 1mg/mL, conforme anteriormente descrito e
extrato comercial de pélen de gramineas (Gramineas II, IPI/ASAC), contendo pdlens de
Dactylis glomerata, Festuca pratensis, Lolium perenne, Poa pratensis e Phleum
pratense a 10.150 UBE/mL.

Na execuc¢ao dos testes de puntura nos pacientes atopicos e individuos nao atopicos

também foram utilizados extratos alergénicos de acaros das espécies Dermatophagoides
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pteronyssinus (Dp), Dermatophagoides farinae (Df) e Blomia tropicalis (Bt)
(IPI/ASAC), além de extratos de epitélio de cao, epitélio de gato, Blattella germanica,
Periplaneta americana e Alternaria alternata (IPI/ASAC).

Foi depositada uma gota de aproximadamente 10 puLL de cada extrato alergénico na
face interna do antebrago, apds anti-sepsia do mesmo com alcool 70%, distanciando 3
cm uma da outra. Sobre a gota depositada foi feita uma puntura, com uma lanceta estéril
de metal.

Apd6s 15 minutos procedeu-se a leitura da reagdo com auxilio de paquimetro ou uma
régua especifica graduada em milimetros (mm). Em todos os testes, foi realizado
controle positivo com cloridrato de histamina (10 mg/mL) (Hollister-Stier Laboratories
LLC, Spokane, EUA) diluido em solugdo salina fisiologica com glicerol a 50%, sendo
que essa ultima foi usada também como controle negativo da reag¢do. Foi adotado como
critério de positividade uma pépula > 3mm em relagdo a papula formada com o controle
negativo da reacdo (diluente dos extratos alergénicos), obtida pela média de dois

diametros perpendiculares (SOPELETE et al., 2006).

3.10. Selecéo de pacientes com polinose e grupos controles

3.10.1. Pacientes sintomaticos com polinose

Foram selecionados randomicamente, 38 pacientes apresentando polinose (rinite
alérgica sazonal: RAS), caracterizada clinicamente por rinite alérgica e/ou conjuntivite
e/ou asma bronquica de moderada a grave, de acordo com exame fisico e TCP positivos
para extrato glicerinado Lm e para o extrato comercial contendo uma mistura de pdlens
de gramineas, Gramineas II (IPI/ASAC), e positivos ou ndo a extratos brutos de 4caros

da poeira domiciliar (D. pteronyssinus, D. farinae e B. tropicalis). Estes pacientes foram
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selecionados na Clinica de Alergia do Professor Dr. Francisco de Assis Machado Vieira
na cidade de Caxias do Sul — RS, e denominados de grupo RAS, estes constituiram um

grupo de individuos na faixa etaria de 15 a 55 anos, de ambos os sexos.

3.10.2. Pacientes alérgicos a acaros da poeira domiciliar e individuos ndo atopicos

Um grupo controle foi constituido por 35 pacientes atopicos, sintomaticos,
apresentando quadro clinico de rinite alérgica perene (RAP) a alérgenos de acaros da
poeira domiciliar (D. pteronyssinus, D. farinae e B. tropicalis) e com teste cutaneo
negativo para o extrato de polen de L. multiflorum e Gramineas II (TCP), porém
positivos a extratos brutos de alérgenos de acaros da poeira domiciliar. Este grupo foi
denominado RAP. Destes 35 pacientes, 19 foram selecionados em Caxias do Sul, sendo
denominados de subgrupo RAPcs, e 16 foram selecionados em Uberlandia e
constituiram o subgrupo denominado RAPyp.. Um segundo grupo controle foi
constituido por 30 individuos, assintomaticos quanto a qualquer doenga alérgica (ndo
atopicos) ¢ com teste cutdneo negativo aos extratos Lm, GII, acaros da poeira
domiciliar, epitélio de cdo e gato, baratas e fungo (grupo ndo atopico — NA), sendo

todos selecionados na cidade de Uberlandia.

3.11. Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo dos pacientes e individuos da pesquisa consistiram de

infecgdes respiratorias do trato respiratorio superior nos ultimos 30 dias antes do estudo,

uso de anti-histaminicos na semana anterior € uso oral ou topico de corticosterdides nas
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ultimas quatro semanas (BERNSTEIN; STORMS, 1995; SLOTT; ZWEIMAN, 1974;

PIPKORN; HAMMERLUND; ENERBAECK, 1989).

3.12. Coleta de sangue

Amostras de sangue (15 mL) dos individuos da pesquisa foram coletadas durante a
estagdo polinica, na mesma ocasido da realiza¢ao do teste cutaneo, com a utiliza¢ao de
tubos Vacutainer (Vacutainer — Precision Glide/Becton Dickson Vacutainer System,
Franklin Lakes, NJ, EUA) e agulhas (25 x 8§ mm) para pung¢do venosa na regido do
antebraco. Apos a formagao do coagulo, os tubos foram centrifugados a 1.000 x g por
10 minutos, ¢ os soros obtidos foram aliquotados e armazenados a — 20°C para

realizacdo de testes sorologicos.

3.13. Ensaio imunoenzimatico — ELISA para deteccao de IgE especifica a alérgenos

de pdlen de L. multiflorum

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA), utilizando amostras de soros de pacientes com
polinose (RAS), de pacientes com alergia a outros alérgenos, mas nao a pélens (RAP) e
de individuos ndo atopicos (NA), foram realizados, segundo técnica descrita por
Sopelete et al. (2006). Microplacas de poliestireno de alta afinidade, com 96 pogos
(Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., NY, EUA) foram
sensibilizadas separadamente com o extrato Lm, na concentracdo de aproximadamente
20 pg/mL, em um volume de 50uL/pogo, diluido em tampao carbonato-bicarbonato a

0,06M, pH 9,6 por 18 horas.
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As placas foram lavadas em PBS acrescida de Tween 20 (Sigma; P-1379) a 0,05% —
(PBS-T) e bloqueadas com PBS-T acrescido de 1% de soroalbumina bovina (BSA,
Sigma; A-8022) — PBS-T-BSA — por 1 hora a temperatura ambiente. O PBS-T-BSA foi
utilizado como diluente nas etapas seguintes e as placas foram lavadas com PBS-T apds
cada etapa da reacao.

As amostras de soro foram testadas em uma dilui¢do de 1:2, em duplicata, e
incubadas a 37°C por 2 horas em camara umida. Foram utilizados soros controles
positivos e controles negativos em cada placa. Apos esta etapa, foi adicionada uma
solucdo contendo IgG de cabra anti-IgE humana marcada com biotina (Kirkegaard and
Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, MD, EUA; n° 16-10-04) em uma diluicdo de
1:1.000 em PBS-T-BSA, e entdo as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C.
Subseqiientemente, o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma; S-5512) foi
adicionado as placas na dilui¢do de 1:1.000 e incubado a temperatura ambiente por 30
minutos.

Ap6s o ultimo ciclo de lavagens, foi adicionado o substrato enzimatico, constituido
de uma solugdo de 2,2’-diazino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid (ABTS, Sigma;
A-1888) 0,01M em tampao citrato-fosfato 0,07M, pH 4,2 contendo agua oxigenada
0,03%. A leitura foi realizada em leitor de microplacas ELISA (Titertek Multiskan Plus,
Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405 nm, em tempos varidveis. O limiar de
positividade (cut off) foi determinado pela média dos valores de densidade optica (DO)
das amostras de soros controles (em duplicata), acrescidos de cinco desvios padrdes
(DP), calculado para cada microplaca de ELISA. Os niveis de anticorpos IgE
especificos aos alérgenos de polens contidos nos extratos analisados foram
arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE), sendo este indice calculado, em cada

amostra de cada microplaca utilizada, pela seguinte formula:
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DO

I —_ amostra

"~ cut off

Onde,

IE = indice ELISA

DO = Densidade Optica

Cut off = Média da DO de 3 amostras de soros negativos + (5 desvios padrdes)

Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos quanto a presenga de IgE especifica a

alérgenos de polen de Lolium multiflorum contido no extrato Lm.

3.14. Imunoensaios ELISA de inibi¢gdo competitiva

A especificidade antigénica dos ensaios imunoenzimaticos para detec¢ao de IgE
especifica a alérgenos de pdlen de L. multiflorum foi avaliada utilizando imunoensaio
ELISA de inibicdo competitiva, conforme descrito por Sopelete et al. (2006), com
algumas modificacdes. Para curvas de inibicdo foram realizadas diluicdes duplas
decimais seriadas em concentrag¢des finais de 200 pg/mL a 2x10™ pg/mL dos extratos
de polen de L. multiflorum (Lm), L. perenne (Lp), Gramineas I (extrato comercial
IPI/ASAC contendo mistura de podlens de gramineas cultivadas das espécies: Avena
sativa, Hordeum vulgare, Secale cereale ¢ Triticum sativum; GI) ¢ Gramineas II (GII)
incubadas por 18 horas a 4°C com um pool de 6 amostras de soros de pacientes do
grupo RAS, na diluicdo de 1:5. Apds incubacdo, as misturas antigeno-soro foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Como inibidor
controle foi incluido como alérgeno ndo relacionado, extrato bruto Bt, na mesma

dilui¢do utilizada para os outros extratos. As misturas extrato-soro foram incubadas por
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18 horas a 4°C e adicionadas as microplacas previamente sensibilizadas com o extrato
Lm.

A mistura de soros incubada somente com diluente foi utilizada como controle
positivo. Os resultados foram expressos como percentagem de inibicdo em relagdo a
reagdo na auséncia de extratos (controle positivo) e calculados pela formula:

Inibigao (%) = 100 — [(DO amostra / DO controle positivo) x 100]

3.15. SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil

sulfato de sddio

A amostra do extrato alergénico (extrato total de poélen de L. multiflorum) foi
submetida a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS- PAGE) a 13,5%, em
condi¢des denaturantes e nao redutoras, segundo Laemmli (1970).

Inicialmente, a amostra foi centrifugada em alta velocidade (10.000 x g) por 10
minutos, diluida em Tampao de Amostra (Tris 3 mM, SDS a 1 %; azul de bromofenol a
0,025 % e EGTA a 1,1 mM) e aquecida a 100°C durante 5 minutos. A amostra e
padroes de massa molecular (Sigma Marker, Sigma; M4038) foram paralelamente
aplicados no gel (10uL/poco). O gel foi submetido a uma corrente constante de 20 mA
(Mini Protean® Cell, Bio-Rad Laboratories, EUA). A migracdo, das fragdes protéicas e
dos padrdes de massa molecular, foi evidenciada com a colorag@o por impregnagdo com

Nitrato de Prata.
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3.16. Immunoblotting para deteccdo de fracBes alergénicas de pdlen de L.

multiflorum ligantes de IgE

Apos a separacdo eletroforética, por SDS-PAGE, os componentes protéicos do
extrato de polen de L. multiflorum foram transferidos para membranas de nitrocelulose
(Hybond-C Pure; Amersham Life Science, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido; RPN 303W). As membranas foram colocadas juntamente com o gel utilizado na
separagdo eletroforética em sistema umido de transferéncia (Mini Trans — Blot ©
Eletrophoretic Transfer Cel, EUA) utilizando técnica conforme descrita pelo fabricante
e ambos foram embebidos em tampao de transferéncia (glicina a 0,04 M, Tris a 0,05 M,
SDS a 0,04% e metanol a 20%). A corrente utilizada foi de 90 mA e o tempo de corrida
foi de 18 horas. O sucesso da transferéncia foi confirmado pela visualizagao das fragdes
protéicas e do padrio de massa molecular (Sigma Marker, Sigma; M4038) na
membrana de nitrocelulose através de coloracdo da mesma por solucdo de Ponceau S a
0,5% (Merck, Darmstadt, Alemanha, 4566).

Para determinar a afinidade de IgE pelas fragdes do extrato Lm, o mesmo foi
submetido a ensaios de Immunoblotting, de acordo com técnica descrita por Towbin;
Stachelin; Gordon (1979). As membranas eletrotransferidas, cortadas em tiras de
aproximadamente 0,3 cm de largura foram acondicionadas em placas adequadas para
Immunoblotting e bloqueadas com 800 uL de solugdo salina tamponada com Fosfatos
(Merk) 0,02M contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), acrescida de leite em po
desnatado (Molico, Nestlé, Sao Paulo, Brasil) a 5% por duas horas a temperatura
ambiente, para bloquear os sitios ativos inespecificos ligantes de proteinas. Os

procedimentos de lavagens das tiras de nitrocelulose foram realizados apds cada etapa
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da reagdo consistiram de seis ciclos de 5 minutos com solu¢ao de PBS-T, em agitacao
constante.

Amostras de soros de pacientes e individuos dos grupos RAS, RAP ¢ NA foram
diluidas em uma dilui¢do de 1:5 em PBS-T acrescido de leite em pd desnatado a 1%
(PBS-T-M). Um volume de 500uL dessas diluicdes foi adicionado nas canaletas
contendo as tiras de membrana de nitrocelulose, previamente bloqueadas e lavadas com
PBS-T. Como controles da reacdo, foram omitidos, em duas tiras de nitrocelulose para
cada placa, anticorpos primarios e/ou secundarios, substituindo-os somente pelo
diluente (PBS-T-M).

Em seguida, apds lavagens, as tiras foram incubadas com 500uL/canaleta do
anticorpo secundario (IgG de cabra anti-IgE humana biotinilada (Kirkegaard and Perry
Laboratories Inc.) diluido em PBS-T-M, durante duas horas a temperatura ambiente,
seguida da adigdo de 500ulL/canaleta do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(ABC/HRP Dako Corp., EUA) e de incubagdo por 2 horas, a temperatura ambiente.
Posteriormente as lavagens finais, as bandas protéicas foram visualizadas através de
revelagdo por adi¢do de 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma, D-5905) diluida em 15
mL de solugdo salina tamponada com Tris (Merk) (TBS) a 20 mM, pH 7,2 até a
visualiza¢ao das bandas.

Toda a reagdo foi conduzida sobre agitacdo lenta e constante. Para a documentacao
as tiras foram dessecadas em papel de filtro e digitalizadas. Para se obter os valores de
massa molecular das bandas visualizadas no Immunoblotting utilizou-se software Kodak
Image Analysis (Kodak Software, Eastman Kodak Company, 2000) baseando-se nos
valores de mobilidade relativa calculados pelo proprio programa a partir dos padrdes de

massa molecular.
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3.17. Immunoblotting de inibi¢cdo competitiva

A reatividade cruzada da ligacao de IgE ligantes das fragdes protéicas presentes no
extrato de polen de L. multiflorum, frente a extratos de outras gramineas como Lp, GI ¢
GII, foi avaliada utilizando ensaios Immunoblotting de inibigdo competitiva.

Como inibidores foram utilizados os extratos Lm, Lp, GI, GII e Bt (alérgeno
irrelevante) em uma diluicao final de 200ug/mL em diluente PBS-T-M. Cada antigeno
foi misturado (v:v) com cada amostras de soro de todos os pacientes do grupo RAS em
uma dilui¢do de 1:5 e a mistura foi pré-incubada por duas horas a 37°C em banho-
maria. Amostra de soro incubada somente com diluente foi utilizada como controle
positivo. Apds incubagdo, as misturas antigeno-soro foram centrifugadas a 10.000 x g
por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi testado em
Immunoblotting para IgE como descrito anteriormente. Os resultados foram expressos
em porcentagens de inibi¢do da reacdo em relacdo a auséncia dos extratos alergénicos
inibidores e para os calculos de intensidade das bandas em pixels foi utilizado o

software Kodak Image Analysis (Kodak).

3.18. Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos, desde a coleta at¢ o manuseio de materiais bioldgicos e

dos reagentes, bem como a utilizagdo de equipamentos foram realizados de acordo com

as normas de biosseguranca descritas por Chaves-Borges; Mineo (1997).
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3.19. Andlise estatistica

Inicialmente foi realizado teste de normalidade a fim de avaliar o comportamento
das variaveis analisadas (Kolmogorov-Smirnov test seguido do teste Dallal-Wilkinson-
Lilliefor para calculo do valor de P).

Diferengas entre porcentagens de positividade entre grupos e entre extratos ao TCP
foram analisadas pelo teste de probabilidade exato de Fisher. Correlagdo entre o
diametro médio obtido no TCP entre os extratos Lm e Gramineas II foram realizados
pelo teste de Spearman (correlagdo nao paramétrica).

Para comparagdes entre extratos e grupos quanto tamanho médio de papula ao TCP,
niveis de IgE especifica foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis, usando como post-hoc
teste, o teste multiplo de comparagdo de Dunn.

Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Todos os calculos estatisticos e graficos foram realizados utilizando os programas
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, EUA) e

Microsoft Excel 2000 (Microsoft Co., EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas gerais e resultados do teste cutédneo de puntura dos pacientes e

individuos néo at6picos do estudo

Os pacientes e individuos ndo atopicos analisados foram divididos em 3 grupos, de
acordo com a positividade ao teste cutaneo de puntura (TCP) a extratos alergénicos de
polen: (1) Grupo RAS - pacientes com rinite alérgica sazonal e TCP positivo aos
extratos de pdlen testados; (2) Grupo RAP - pacientes com rinite alérgica perene ¢ TCP
negativo aos extratos de polen, mas TCP positivo a pelo menos um dos extratos de
acaros testados. O grupo RAP foi constituido de dois subgrupos, um subgrupo de
pacientes residentes em Caxias do Sul — RS (grupo RAP¢s) e outro de pacientes
residentes em Uberlandia — MG (grupo RAPyp); (3) Grupo NA - individuos ndo
atopicos, negativos no TCP aos extratos de polen e acaros. Todos os pacientes alérgicos
e individuos ndo atopicos apresentaram reagao positiva a histamina.

As caracteristicas quanto a gé€nero, idade, diagndstico clinico e resultado de TCP
dos grupos estudados estao demonstradas na Tabela 1. O grupo RAS constituiu-se de 38
pacientes (14 homens e 24 mulheres) com idade média de 32 = 10,5 anos (média de
idade + DP). O grupo RAPcg constituiu-se de 19 pacientes (6 homens e 14 mulheres)
com idade média 23,7+£10,9 anos, enquanto o grupo RAPyp; constituiu-se de 14
pacientes (6 homens e 8 mulheres) com idade média de 27 + 6,4 anos. Ja o grupo NA
foi constituido de 30 sujeitos (11 homens e 19 mulheres) com idade média de 27+ 10,5
anos.

Quanto a historia clinica, rinite alérgica foi o diagnostico clinico predominante nos

grupos e subgrupos de pacientes atopicos (RAS, RAPcs e RAPyp), ndo havendo
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diferenca significativa entre eles (P > 0,05). Entretanto, conjuntivite foi o diagnostico
clinico mais freqliente no grupo RAS (92%), diferenca significativa em relacdo aos
subgrupos RAPcs € RAPyp; (P < 0,05), sendo que dentro do grupo RAP foi observada
conjuntivite somente no subgrupo RAPcs (42%). Em contrapartida, nenhum caso de
conjuntivite foi observado nos pacientes alérgicos a acaros residentes em Uberlandia
(RAPyp)) € nos individuos nao atopicos (NA).

No grupo RAS, o didmetro médio da papula (mm) no TCP ao extrato Lm (didmetro
médio de papula £ DP: 10,3 £ 2,3) foi maior que ao extrato GII (5,0 mm £ 1,9) (P <
0,05). A positividade no TCP aos extratos Lm e GII foi de 100% (Tabela 1), entretanto
observamos uma diferenca de reatividade dos pacientes aos dois extratos, uma vez que a
maioria dos pacientes do grupo RAS apresentou didmetro médio da papula > 9 mm para
o extrato Lm (68,4%) e entre 3 e 6 mm para o extrato GII (97,4%) (Tabela 2).

A positividade aos extratos de acaros Dp, Df e Bt foi menor no grupo RAS (16 a
31,6%), do que nos subgrupos de pacientes RAPcs (89,5 a 100%) e RAPyp (93,8 a
100%) (P < 0,05). O didmetro médio de papula aos extratos de acaros foi maior no
subgrupo RAPupia do que no subgrupo RAPcs, sem, no entanto, atingir nivel de
significancia (P > 0,05). No grupo NA ndo foi observada nenhuma reatividade cutdnea

aos extratos de polen e dcaros testados (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuigdo por idade, sexo, historia clinica e resultado de TCP (didmetro

médio de papula e positividade) de pacientes com polinose e TCP positivo a extrato de

polens (grupo RAS), de pacientes atdpicos e TCP negativo a extrato de podlens, mas

positivo a extratos de acaros da poeira domiciliar (subgrupos RAPcs e RAPyp) e de

individuos nao atdpicos (grupo NA). Positividade ao TCP foi determinada a partir do

diametro médio de duas medidas perpendiculares da papula formada e definida como >

3 mm em relagdo ao controle negativo da reacao

Grupos
Caracteristicas RAP
RAS NA
RAPcs RAPyi
Numero de individuos (n) 38 19 16 30
Idade (anos)

Médiatdesvio padrio 32+10,5 23,7+£10,9 27+7 27+£10,5
Sexo (Masculino/Feminino) 14/24 6/13 8/8 11/19
Historia Clinica (n, %)

Rinite 38 (100%)*  19(100%)* 15 (94%)* 0

Conjuntivite 35 (92%)" 8 (42%)" 0 0

Asma 1(2,6%)" 2 (11%)"* 2 (13%)"* 0
Positividade ao TCP (mm, %)°

L. multiflorum 10+2,3 0 0 0

100 % 0 0 0

Gramineas II 5+1,5 0 0 0

100 % 0 0 0

D. pteronyssinus (Dp) 4+1,1° 6 +2,0° 9+3,9° 0

31,6 %" 100%" 93,8%" 0

D. farinae (Df) 4+ 1,45 5+1,9% 8+3,3° 0

16 %" 89,5%" 93,8%" 0

B. tropicalis (Bt) 5+1,1° 6+23" 6 +3,3" 0

18,4%" 94,7%" 100%" 0

¥ Os dados estdo representados como média + desvio padrio do tamanho da papula e

porcentagem de positividade. “*° Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos (P < 0,05) pelo teste de Kruskal Wallis



42

Tabela 2. Numero absoluto (n) e percentagem (%) de pacientes com rinite alérgica
sazonal, grupo RAS (n=38), de acordo com diferentes graus de reatividade cutanea aos
extratos de poélen de L. multiflorum (Lm) e Gramineas II (GII) pelo teste cutaneo de
puntura (TCP), tomando-se a média de dois didmetros perpendiculares e adotando-se
como critério de positividade ao teste o didmetro médio > 3mm, em relagdo ao controle
negativo da reagdo. Os diferentes graus de reatividade cutdnea foram definidos

arbitrariamente

Positividade a extratos de po6len de gramineas

GrausAde reatividade n (%)
cutanea ao TCP

Lm Gll
>3- 6mm 1(2,6) 29 (76,3)
>6-9mm 11 (29) 8 (21,1)
>9- 12 mm 20 (52,6) 1(2,6)
> 12 mm 6 (15,8) 0 (0)

4.2. Ensaio imunoenzimatico — ELISA, para deteccdo de IgE especifica a alérgenos

de pdlen de L. multiflorum

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram empregados para a deteccdo dos niveis
de IgE sérica especifica a alérgenos de polen de Lolium multiflorum utilizando o extrato
Lm, em amostras de soro dos trés grupos de pacientes e individuos ndo-atdpicos
estudados. Para as andlises das respostas anticOrpicas, os subgrupos RAPcs € RAPyp;
foram analisados como um tnico grupo (RAP) (Figura 2).

No grupo RAS, o valor médio de IgE sérica especifica aos alérgenos contidos no
extrato Lm foi de 11,4 + 4,07 IE. Nos grupos RAP e NA os niveis de IgE sérica foram
0,95 £ 0,49 IE e 0,76 = 0,07 IE, respectivamente. Niveis de IgE especifica foram
significativamente (P < 0,001) maiores no grupo RAS comparados aos dos grupo RAP

e NA, porém ndo se observou diferenca (P > 0,05) entre esses dois ultimos grupos.
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Todos os pacientes do grupo RAS foram positivos ao teste ELISA para detecgdo de IgE
especifica a alérgenos de polen de L.multiflorum, enquanto que somente trés (8,6%)
pacientes do grupo RAP apresentaram positividade ao teste, porém com valores de IE
baixos (2,3 IE e 3,2 IE) ou préximo (1,4 IE) ao critério de positividade adotado (IE =
1,2). Nenhum individuo do grupo NA apresentou reatividade a Lm no teste ELISA
(Figura 2). Adicionalmente, para o grupo RAS o didmetro médio de papula no TCP ao
extrato Lm ndo se correlacionou (rs = 0,1743; P > 0,05) com os niveis de IgE sérica

especifica a alérgenos de pélen de Lolium multiflorum determinados por ELISA (Figura

3).
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Figura 2. Niveis de IgE sérica especifica a alérgenos do extrato de polen de Lolium
multiflorum (Lm), determinados por ELISA e expressos em indice ELISA (IE) em
amostras de soro de pacientes com teste cutaneo de puntura (TCP) positivo a Lm (RAS,
n = 38), TCP negativo a Lm mas positivo a extratos de acaros (RAP, n = 35) e
individuos Nao atopicos (NA, n = 30). A linha pontilhada indica o limiar de
positividade do teste (IE = 1,2). As barras horizontais representam as médias aritméticas
para cada grupo. Média aritmética (ma) e desvio padrao (DP), assim como positividade
(%) estao também representados. *** P < (0,001



44

18
5= 0,1743

T (5] p=030 . . .
S
by .
8 ° °
S 124
o ° ° ® o
G e oo °
% o0 ° * e o ¢ o® .
.-g 9 ° ° o. R ¢ ..oo
o] °
D
£ 4
o
)
£
© 34 )
()]

0 [ [ [ [ [

0 3 6 9 12 15 18

IgE anti-L. multiflorum (1E)

Figura 3. Correlagdo entre os niveis séricos de IgE especifica a alérgenos de pdlen de L.
multiflorum, expressos em indice ELISA (IE) e o didmetro médio de papula (mm)
obtido no teste cutaneo de puntura (TCP) ao extrato de L. multiflorum em pacientes com
rinite alérgica sazonal (RAS, n = 38). O coeficiente de correlagdo (rs) foi calculado pelo
teste de correlagdao de Spearman

4.3. Ensaios de inibi¢cdo competitiva por ELISA - IgE

Para a determinagdo da especificidade de IgE anti-L. multiflorum utilizou-se ensaio
imunoenzimatico ELISA de inibi¢do competitiva empregando-se um pool de seis soros
de pacientes do grupo RAS e como inibidores os extratos Lm, Lp, GI e GII. O extrato
Bt foi utilizado como alérgeno irrelevante (Figura 4). A inibigdo pelo extrato homdélogo
Lm resultou em curva do tipo sigmodide dose resposta, atingindo inibi¢do maxima na
dose de 200 pg/mL, e uma percentagem de 50% de inibi¢do (Isp) com uma dose de 12,3

ug/mL. Para os extratos heter6logos Lp e GII observou-se inibi¢do de IgE anti-L.

multiflorum no ELISA com uma concentragdo maxima de 200 ug/mL e Iso em
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concentragdes de 190,5 pg/mL e 197,2 pg/mL, respectivamente. Em relacdo aos
extratos GI (inibicdo maxima 8%) e Bt ndo foi observada inibi¢cdo relevante sobre

reatividade de IgE anti-L. multiflorum.
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Figura 4. Curvas de inibi¢ao competitiva de IgE anti-L. multiflorum pelos extratos de L.
multiflorum (Lm), L. perenne (Lp), Gramineas I (GI), Gramineas II (GII) e B. tropicalis
(Bt, alérgeno irrelevante), por ELISA. Os inibidores foram submetidos a dilui¢des
decimais seriadas de 200 a 2 x 10™ pg/mL de proteinas, ¢ incubados com um pool de 6
soros de pacientes do grupo RAS. As misturas antigenos-soro foram analisadas nos
ELISAs para IgE anti-L. multiflorum. O soro incubado somente com diluente foi
utilizado como controle positivo da reagao
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4.4. ldentificacdo das fracdes alergénicas de Lm por Immunoblotting

Um amplo espectro de componentes alergénicos, variando de 14 a 116 kDa,
presentes no extrato Lm foi reconhecido por anticorpos IgE especificos a polen de
Lolium multiflorum de pacientes do grupo RAS, por ensaios de Immunoblotting. Cento
e trés soros de pacientes e individuos nao atopicos dos grupos RAS (n=38), RAP (n=35)
e NA (n=30) foram testados. Soros representativos de cada grupo estdo demonstrados
na Figura 5A. Quatorze componentes alergénicos do extrato Lm, com massa molecular
relativa de 14, 19-21, 23, 24, 26, 28, 32, 40, 55, 66, 72, 78, 84 ¢ 96-116 kDa foram
reconhecidos por anticorpos IgE de pacientes do grupo RAS.

As fracdes alergénicas imunodominantes foram as de 26 kDa (95%), 96 - 116 kDa
(84%), 28 e 32 kDa (92%), 40 kDa (63%), 55 kDa (55%), 66 kDa (76%) e 72 kDa
(68%). Outras fracdes também foram reconhecidas por IgE, porém em menor
freqliéncia, como demonstrado na Figura 5B. Foram elas as de 14 kDa (42%), 19 - 21
kDa (37%), 78 ¢ 84 kDa (37%), 23 e 24 kDa (34%). Todos os 38 pacientes do grupo
RAS reconheceram pelo menos 2 componentes antigénicos, enquanto que para 0s
grupos RAP e NA, nenhum componente alergénico foi identificado por

Immunoblotting.
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Figura 5. (A) Immunoblotting para detecgdo de fragdes alergénicas de Lm ligantes de
IgE. Fitas de 1 a 8 representam reatividade do soro de pacientes do grupo RAS; fitas 9 e
10 representantes do grupo RAP e fitas 11 e 12 representantes do grupo NA. (B)
Freqiiéncia (%) de componentes alergénicos contidos no extrato de podlen de L.
multiflorum reconhecidos, através de Immunoblotting, por anticorpos IgE presentes nos
soros de 38 pacientes com polinose do grupo de pacientes com rinite alérgica sazonal
(RAS). Mr: Massa molecular (kDa)

4.5. Immunoblotting de inibicdo competitiva

Para a determinacao da reatividade cruzada de IgE reativo a fragdes protéicas de

Lm as fracdes de alérgenos existentes em extratos de polens de gramineas cultivadas,
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como Lp, GI e GII ¢ do acaro Bt foram realizados ensaios de Immunoblotting de
inibicdo competitiva, nos soros de pacientes do grupo RAS. Imagens de reagdes de
Immunoblottings de trés pacientes do grupo RAS, com os diferentes inibidores, estdo
demonstradas na Figura 6. A amplitude das bandas testadas para inibi¢do para todos os
inibidores foi de 14 a 96-116 kDa. Para o inibidor homologo (Lm) todas as bandas
foram inibidas em uma percentagem acima de 80%. Observou-se uma alta percentagem
de inibicao (82,4 a 100%) em relagdo as oito fragdes protéicas imunodominantes (26,
28, 32, 40, 55, 66, 72 ¢ 96-116 kDa). Foi possivel observar que as fragdes de 14, 19-21,
23, 40, 55, 66 kDa apresentaram 100% de inibi¢ao homologa (Figura 7A).

Avaliando-se a inibi¢do realizada pelo extrato Lp viu-se que somente as bandas de
14 ¢ 19-21 kDa apresentaram 100% de inibig¢do, porém todas as outras bandas, inclusive
todas as imunodominantes apresentaram inibi¢do abaixo de 80%, sendo que as bandas
imunodominantes apresentaram as menores percentagens de inibi¢do. Analisando-se os
valores de inibi¢do em relacdo ao indice de inibigdo de 50% (Iso), dentre as bandas
imunodominantes seis foram inibidas por Lp (28, 32, 40, 55, 66 e¢ 72 kDa), porém as
bandas de 26 ¢ 96 — 116 kDa ndo apresentaram inibi¢ao significativa (Figura 7B).

Quando utilizou-se como inibidor o extrato GI, novamente 100% de inibicao foi
observada para as bandas de 14 e 19-21 kDa, e inibi¢do significativa ocorreu também
para as bandas 23 e 24 kDa, entretanto, dentre as fra¢des imunodominantes, nenhuma
inibi¢do foi observada pelo mesmo extrato (Figura 7C). A inibigao pelo extrato GII foi
igual aos outros extratos em relagdo as fragdes de 14 e 19 — 21 kDa. Analisando as
bandas imunodominantes, quando considerado o Isy, setes delas foram inibidas (26, 28,
32, 40, 55, 66, 72 kDa) (Figura 7B ¢ 7D).

Levando-se em consideragdo as fragdes imunodominantes de 26 a 72 kDa, com o

inibidor Lp somente a fracdo de 26 kDa ndo apresentou inibi¢cdo, quando considerado o
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Iso, enquanto que com o extrato GII todas as fragdes apresentaram inibigdes
significativas quando analisadas sob 0 mesmo parametro (Iso).

Considerando arbitrariamente um indice de 80% de inibig¢ao (Iso), somente o extrato
Lm apresentou inibicdo sobre todas as bandas imunodominantes, enquanto que,
nenhuma banda foi inibida pelos extratos Lp e GI. Entretanto, o extrato GII demonstrou
Igo apenas para a fracdo imunodominante de 55 kDa (81,3% de inibigao).

As fracdes ndo imunodominantes de 14 e 29 - 21 kDa foram 100% inibidas por
todos os extratos de poélen de gramineas empregados como inibidores (Lm, Lp, GI e
GII) (Figura 7A, 7B, 7C e 7D). Nao se observou inibi¢do significativa com o extrato Bt
de nenhuma fragdo alergénica (dados nao mostrados)

Dados de média e desvio padrao da percentagem de inibi¢do das fragdes por cada

extrato, estdo demonstrados no APENDICE 1.

Mr (kDa) A B C
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Figura 6. Immunoblotting de inibigdo competitiva para avaliar a especificidade de IgE
anti- L. multiflorum em soros de pacientes do grupo RAS. A, B e C representam trés
soros testados. A numeracao abaixo de cada fita representa o inibidor utilizado. Fitas 1,
soro pré-incubado com extrato de L. multiflorum; fitas 2, soro pré-incubado com extrato
de L. perenne; fitas 3, soro pré-incubado com extrato Gramineas I; fitas 4, soro pré-
incubado com extrato Gramineas II; fitas 5, soro pré-incubado com extrato de B.
tropicalis (alérgeno irrelevante); fitas 6, soro sem inibidor. Mr: Massa molecular
relativa (kDa)
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Figura 7. Percentagem (%) média de inibicdo de bandas alergénicas presentes no
extrato de polen de L. multiflorum (Lm) reconhecidas por anticorpos IgE anti- L.
multiflorum no soro de pacientes com rinite alérgica sazonal (grupo RAS). Foram
utilizados como inibidores extratos de polen de (A) L. multiflorum (Lm), (B) L. perenne
(Lp), (C) Gramineas I (GI), (D) Gramineas II (GII) na concentragdo de 200 pg/mL.
Dados representam a média e o desvio padrao das percentagens de inibi¢ao obtidas a
partir de 10 soros testados individualmente, por immunoblotting
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5. DISCUSSAO

Poélens de gramineas tém sido considerados uma importante fonte alergénica, sendo
uma causa comum de morbidade e grande perda econdmica (LOVBORG et al., 1999),
entre eles polens de L. perenne, tém mostrado importancia clinica na doenga alérgica
polinica, entretanto outros pdlens de gramineas podem ser prevalentes e clinicamente
relevantes em determinadas regides (SCHUMACHER; GRABOWSKI; WAGNER,
1985; LICCARDI et al., 1996; BASS et al., 2000; DAVIES et al., 2005). Entre as
diferentes espécies de gramineas, os graos de poélen de Lolium multiflorum tém sido
considerados responsaveis por reagdes alérgicas em areas de ocorréncia dessa graminea
(VIEIRA; FERREIRA; MATTER, 2005).

Alguns estudos desenvolvidos no Brasil, restritos a regido Sul que relataram a
existéncia de polinose, sdo baseados em questionarios clinicos e em testes cutaneos,
empregando extratos de polen de gramineas diversas, muitas delas ndo cultivadas ou
presentes na regido. Sopelete et al. (2006) relataram a existéncia de reatividade cruzada
e do grau de alergenicidade entre extratos de polen de gramineas e L. multiflorum, mas
ndo determinaram as fracdes alergénicas de reatividade cruzada. Porém, muito se
publicasobre esta relacdo das gramineas da familia Poaceae, entre elas, principalmente
L. perenne e Phleum pratense, relacionadas filogeneticamente a L. multiflorum (VAN
REE et al., 1995; SUPHIOGLU et al., 1999; LAFFER et al., 1994; SUPHIOGLU, 2000;
WEBER, 2003). Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo principal apresentar
o perfil de reatividade IgE-especifico aos alérgenos de pdlen de Lolium multiflorum e
analisar a reatividade cruzada destes com os de podlens de gramineas empregados no

diagndstico e imunoterapia da polinose no Sul do Brasil .
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A selecao dos pacientes e individuos participantes do estudo foi baseada na
avaliacdo clinica e no TCP. Rinite alérgica foi o diagnostico mais freqiientemente
observado, tanto no grupo de pacientes com polinose caracterizada por rinite alérgica
sazonal (grupo RAS) quanto no grupo de pacientes atdopicos com rinite alérgica perene a
alérgenos de &caros da poeira domiciliar (grupo RAP). Entretanto, significativa
freqliéncia de conjuntivite foi observada somente nos pacientes com polinose (grupo
RAS). Caracteristica descrita por Rosario Filho (1983) e também verificado por
Sopelete et al. (2006) e Moreira (2006) que observaram conjuntivite em maior
freqliéncia em pacientes com polinose. Assim, esses estudos demonstram a importancia
da conjuntivite, associada ou ndo a rinite, na doenga alérgica polinica, uma vez que os
alérgenos do grao de pdlen ao entrarem em contato com a mucosa nasal e conjuntiva
ocular podem desencadear sintomas relacionados a rinoconjuntivite alérgica (DUTRA;
ROSARIO FILHO; ZAVADINIAK, 2001) e que sintomas na conjuntiva podem ser
observados ja nos estagios iniciais da estacao de polinizacdo de gramineas (LIPIEC et
al., 2005).

Pacientes com rinite alérgica perene a acaros da poeira domiciliar, residentes em
Caxias do Sul (RAP¢s) também apresentaram sintomas de conjuntivite, embora em
menor freqiiéncia (42%) que os pacientes com polinose (92%). Por outro lado, pacientes
com rinite alérgica perene a 4caros da poeira domiciliar, residentes em Uberlandia
(RAPup;) ndo apresentaram conjuntivite. Fato semelhante foi relatado em estudo
anterior com pacientes atopicos dessas duas cidades, onde quadros de conjuntivite
foram observados em pacientes atopicos de Caxias do Sul, mas ndo de Uberlandia
(MOREIRA, 2006). A freqiiéncia de conjuntivite pode estar associada diretamente a
presenga de pdlen no ar da cidade de Caxias do Sul no periodo de polinizagdo, uma vez

que os pacientes que apresentaram conjuntivite alérgica (tanto do grupo RAS como do
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subgrupo RAP(s) eram moradores dessa cidade, onde L. multiflorum ¢é cultivada ou esta
presente como invasora nos terrenos baldios da cidade. Ja a auséncia de casos de
conjuntivite em Uberlandia reflete a auséncia de polen dessa e de outras gramineas que
poderiam estar contribuindo com os casos de irritagdo e inflamacdo da conjuntiva.
Assim, esses dados em conjunto demonstram que as condigdes ambientais e de
exposicao a alérgenos de poélen de gramineas na cidade de Caxias do Sul poderiam estar
relacionadas com o conseqiiente comprometimento ocular contribuindo com os casos de
conjuntivite observados, tanto em pacientes com polinose, como em alguns casos de
pacientes atdpicos a acaros da poeira domiciliar.

O TCP foi o principal parametro utilizado para a selecdo dos pacientes participantes
do estudo. Sendo assim, todos os pacientes incluidos no grupo RAS apresentaram alta
concordancia de resultados positivos ao TCP utilizando extrato Lm e extrato comercial
Gramineas II (GII), o qual ¢ rotineiramente utilizado no diagnostico e na imunoterapia
da polinose no Sul do Brasil. No entanto, ao TCP maiores didmetros médio de papula e
reatividade cutinea (a maioria dos pacientes apresentou papula > 9 mm a Lm) foram
observados para o extrato Lm quando comparado ao extrato GII. Fato semelhante foi
observado em estudo recente desenvolvido por Sopelete et al. (2006), e assim isto
confirma observacgde anteriores, sugerindo que o extrato Lm seja mais sensivel para ser
utilizado no referido teste, principalmente em andlises quantitativas, visto ser
constituido de proteinas especificas do grdo de pdlen dessa espécie de graminea. Ao
contrario, o extrato comercial GII é composto por alérgenos de graos de polens de L.
perenne e de gramineas que nao estdo presentes em larga escala na regido estudada, mas
que apresentam uma grande homologia e reatividade cruzada com alérgenos de pdlens
de outras gramineas da mesma familia e subfamilia (FAHLBUSCH et al., 1998;

WEBER, 2003). Deve-se ressaltar que a diferenga significativa dos didmetros médios de
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pépulas encontrada entre os extratos de pdlens GII e Lm pode ainda estar relacionada a
poténcia alergénica dos extratos, uma vez que apresentam 10.150 UBE/mL e 1 mg/mL,
respectivamente e que nenhum estudo para ajusta-las foi previamente realizado.

Por outro lado, na regido Sul, existem vdarias outras gramineas, entre elas C.
dactylon e P. notatum (subfamilias Chloridoideaec e Panicoideae, respectivamente),
cujos alérgenos de pdlen apresentam menor reatividade cruzada com as espécies das
gramineas, membros da subfamilia Pooideae e que ndo estdo contidas no extrato
Gramineas II (WEBER, 2003). Assim, o uso de um extrato alergénico contendo
alérgenos de podlens relevantes da regido deveria ser considerado no TCP,
principalmente nos casos em que se necessita de resultados quantitativos mais precisos,
como nas avaliagdes clinicas antes, durante e apos imunoterapia especifica a alérgenos
de polens de gramineas.

Alérgenos de acaros, particularmente das espécies Dermatophagoides pteronyssinus
e D. farinae, sdo importantes agentes sensibilizantes, particularmente na asma ¢ rinite
alérgicas, em regides de clima temperado (PLATTS-MILLS et al., 1992) enquanto,
aliado a eles, B. tropicalis ¢ um acaro importante, em termos de alergia respiratoria, em
paises de clima tropical e subtropical como o Brasil (ARRUDA et al., 1991; GELLER;
ESCH; FERNANDEZ-CALDAS, 1993; RIZZO et al., 1993; SARINHO et al., 1996).

No presente estudo, a sensibilizagdo a acaros foi mais freqiiente nos pacientes que
ndo apresentavam polinose (RAPcs ¢ RAPyp), sugerindo que os pacientes com
rinoconjuntivite alérgica sazonal (grupo RAS) apresentavam historia clinica,
principalmente de conjuntivite, relacionada a exposicdo a alérgenos de polen de
gramineas € ndo a acaros.

Por outro lado, a alta positividade no TCP a extratos de acaros em pacientes do

grupo RAP reflete a importincia desses alérgenos na sensibilizagdo dos pacientes
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atopicos desse grupo. Assim, as semelhantes taxas de positividade no TCP entre
pacientes do grupo RAP, selecionados em Caxias do Sul e Uberlandia, sugerem que a
sensibilizacdo a alérgenos de acaros parece ser similar nessas duas distantes regioes
geograficas.

A sensibilidade a alérgenos ou extratos pode ser definida por diferentes critérios. A
presenga de um teste cutdneo positivo, bem como, niveis significativos de IgE sérica
especifica, t€ém sido empregados como diferentes indicadores de sensibilizacdo em
pacientes atopicos (DREBORG, 1993; TUNNICLIFFE et al., 1999; ESTEVES et al.,
1999), tanto no periodo como fora do periodo de polinizagdo (SOPELETE et al., 2006).
Juntamente com o TCP, o ensaio imunoenzimatico ELISA pode ser utilizado para a
confirmagdo do diagnostico de alergia in vitro, conforme relatado por Sopelete et al.
(2006) que demonstraram ser o ELISA para detec¢cdo de IgE especifica a alérgenos de
pélen de L. multiflorum util na avaliagdo a resposta de IgE, tanto no diagnostico como
na avaliagdo clinica quando da necessidade de analise quantitativa mais precisa.

Desta forma, o extrato Lm foi empregado no ELISA indireto para quantificacdo de
anticorpos especificos a alérgenos de podlen de L. multiflorum (ELISA-Lm). Os
significantivos niveis de IgE especifica a Lm (IgE-Lm) e a alta positividade do teste no
grupo RAS sugerem que ELISA-Lm pode ser empregado na avaliagdo da resposta IgE a
alérgenos de poélen de L. multiflorum. A grande maioria dos pacientes com polinose
(grupo RAS) apresentou niveis altos de IgE-Lm, sendo que somente dois pacientes
apresentaram baixos indice ELISA de 2,17 e 2,66 IE. Aliado a isso, a baixa positividade
ao ELISA-Lm observada no grupo RAP demonstra a alta especificidade do teste, uma
vez que os niveis de IgE-Lm dos pacientes atopicos a acaros da poeira domiciliar foram
baixos ou proximo ao critério de positividade adotado (IE = 1,2). Possivelmente, esses

pacientes (um de Caxias do Sul e dois de Uberlandia) estavam em fase inicial de
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sensibilizacdo (AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001) ou nao estavam
primariamente sensibilizados a pdlen de Lm, mas sim a alérgenos de pdlens de outras
gramineas relacionadas a L. multiflorum presentes na regido onde os mesmos residiam
(SOPELETE et al., 2006), refletindo assim uma possivel presenca de IgE clinicamente
irrelevante (AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001; ROSARIO FILHO, 2002)
originada da reatividade cruzada entre alérgenos de podlen de gramineas (WEBER
2003).

A presenga de IgE especifica nem sempre pode ser diagnosticada como alergia
clinica, uma vez que reatividade cruzada entre epitopos homoélogos, expressos em
diferentes alérgenos, foi identificada como uma das principais razdes para a presenca de
IgE clinicamente irrelevante (AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001), o que
pode ocorrer principalmente devido a valéncia e baixa afinidade desses epitopos aos
anticorpos IgE (EBO et al., 2004). Rosario Filho (2002) ja havia descrito a presenca da
IgE clinicamente irrelevante em alguns pacientes asmaticos na cidade de Curitiba. O
autor observou que 16,5 % dos pacientes asmaticos apresentaram reagdo positiva ao
TCP a extrato de pdlen de L. perenne, sem ocorréncia de doenga clinica na estagdo de
polinizagdo das gramineas, indicando que essa positividade refletiria unicamente a
presenca de IgE especifica, e ndo implicando em relevancia clinica como causa de
sintomas.

Assim, tomados em conjunto, esses dados indicam que a determinagao dos niveis de
IgE especifica a alérgenos de polen de gramineas, particularmente empregando-se o
extrato Lm, mostrou ser uma ferramenta util na avaliagdo da resposta de IgE a alérgenos
de polen de L. multiflorum em pacientes com polinose, sendo indicada quando da
necessidade de uma analise, quantitativa e mais precisa, da sensibilizagdo de pacientes

com polinose.
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A reatividade cruzada ¢ um fendmeno bem conhecido na imunologia e nas doengas
alérgicas. Para avaliar a reatividade cruzada de IgE-Lm a alérgenos de extratos de
polens de outras gramineas usualmente empregados no diagnostico e na imunoterapia
especifica, utilizou-se ensaios imunoenzimaticos ELISA de inibicdo competitiva.
Inibi¢des homologas e heterdlogas significantes na deteccdo de IgE especifica a
alérgenos de pdlen de L. multiflorum, refletem a existéncia de reatividade cruzada entre
alérgenos desta graminea com alérgenos dos extratos de Lp e GII, sendo que o mesmo
nao foi observado para o extrato GI. Adicionalmente, os valores de Isy com os extratos
Lp e GII foram extremamente altos (190,5 pg/mL e 197,2 ug/mL, respectivamente)
comparados com o do extrato homodlogo Lm (12,3 pg/mL). Sopelete et al. (2006)
também observaram reatividade cruzada de alérgenos de polen de Lm com aqueles
contidos nos extratos Lp e GII. Entretanto, quanto a inibi¢do na deteccdo de IgE-Lm
esses mesmo autores relataram valores de Iso relativamente semelhantes entre os
extratos Lm e Lp, mas 7,2 vezes maior com o extrato GII, refletindo alto grau de
reatividade cruzada entre os alérgenos presentes principalmente, nos extratos Lm e Lp.

Diferengas nos dois estudos entre as concentragdes para inibi¢ao de IgE-Lm de um
mesmo extrato de pédlen (Lp ou GII) podem estar associadas a varios fatores intrinsecos
as gramineas, aos extratos e aos pacientes analisados como: a carga alergénica variavel
entre espécies; diferentes formas de cultivo e de ambiente; métodos de extragdo
alergénica e estabilidade dos extratos; diferenca de reatividade dos pacientes escolhidos
nos ensaios de inibi¢do e mesmo na diferenga na concentracao dos principais alérgenos
contidos em um mesmo extrato (ARILLA et al., 2001; DAVIES et al., 2005; MARTH
et al., 2004; MISTRELLO et al., 2002; NIEDERBERGER et al., 1998; NIEMEIJER et

al., 1996).
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Marth e colaboradores (MARTH et al., 2004) demonstraram diferentes
concentragdes de alérgenos do grupo 2 de pdlen em 10 espécies de gramineas das tribos
Aveneae, Poeae e Triticeae, da familia Poaceae, onde alérgenos do grupo 2 nao foram
detectados em polen de C. dactylon, mas variaram de 0,4% a 1,9% em rela¢do a
proteina total em Hordeum vulgare e Poa pratensis, respectivamente. Ja em extratos
padronizados de polen de Phleum pratense de quatro diferentes empresas, os mesmos
autores determinaram de 0,05 % a 0,4 % de alérgeno do grupo 2. Essas varidveis
concentragdes demonstram que extratos contendo pdlens de varias espécies de
gramineas poderiam ter alta concentracdo de um mesmo alérgeno o que poderia
inadvertidamente causar reacdes adversas ou em caso (WEBER, 2003) contrario, ter sua
poténcia  alergénica ou Dbiologica alterada (ESCH, 2006; VALENTA;
NIEDERBERGER, 2007).

A inexpressiva reatividade cruzada entre os alérgenos de polen dos extratos Lm e GI
contrasta com a evidente identidade alergénica entre Lm, GII e Lp. Este padrao pode ser
justificado em parte pela proximidade filogenética entre as gramineas L. multiflorum, L.
perenne e gramineas do extrato GII (WEBER 2003), todas gramineas da tribo Poeae,
exceto Phleum pratense da tribo Aveneae presente no extrato GII. Ja o extrato GI
apresenta em sua composicao pélens de gramineas da tribo Aveneae e principalmente
da tribo Triticeae. Fato interessante a ser observado ¢ que polen de Phleum pratense, um
representante da tribo Aveneae, estd presente no extrato GII, e que um dos quatro pdlens
de gramineas presentes no extrato GI, Avena sativa, ¢ também da tribo Aveneae. Assim
a escolha de um extrato alergénico a ser utilizado, tanto no diagndstico como na
imunoterapia, nao deve estar centrada somente na proximidade filogenética das espécies
contidas no extrato com aquela a que os pacientes estdo primariamente sensibilizados,

uma vez que como ja comentado anteriormente, a poténcia dos extratos alergénicos esta
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sob influencia de varios fatores e ndo s6 da presenca de pdlens de uma ou mais espécies
de gramineas presentes no extrato.

Em geral, estudos sobre a caracteriza¢ao dos principais alérgenos de L. multiflorum
sao escassos. Contudo, ha varios estudos relacionados a caracterizacao e sensibilizacao
alergénica de polens de L. perenne e outras gramineas da mesma familia de L.
multiflorum (FREIDHOFF et al., 1986; LOVBORG et al., 1999).

Eletroforese (SDS-PAGE) e imunoeletroforese (Immunoblotting) tém contribuido
com a andlise de extratos de polen de gramineas, visto que permitem a identificagdo do
niumero e da freqiiéncia de ligacdo de anticorpos IgE aos componentes antigé€nicos,
presentes nos extratos alergénicos. Segundo Suphioglu (2000) através de SDS-PAGE,
seguida de coloracdo com Coomassie Blue, podem ser observadas de trés a mais de 30
bandas protéicas, dependendo do pdlen da graminea analisada. No presente trabalho 14
fragdes protéicas presentes no extrato Lm foram identificadas por SDS-PAGE variando
de 14 a 116 kDa. Este achado esta em concordancia com Ford; Baldo (1986) que
identificaram em extrato bruto de L. perenne 14 componentes variando de 14 a 80 kDa.

Todas as fragdes antigénicas presentes no extrato de podlen de L. multiflorum
evidenciadas ao SDS-PAGE mostraram capacidade de ligagao a IgE presente no soro de
pacientes com polinose por Immunoblotting. Em relagdo a freqiiéncia de componentes
antigénicos do extrato Lm ligantes de IgE de pacientes do grupo RAS através de
Immunoblotting, as fragdes mais reconhecidas (> 50%) foram as de 26, 96 - 116, 28, 32,
40, 55, 66 e 72 kDa. Outras fragdes (14, 19-21, 23, 24, 78 e 84 kDa) mostraram
importancia secundaria. Os principais componentes, que apresentaram mais de 92% de
freqliéncia de reconhecimento por IgE foram as fragdes de 26, 28 e 32 kDa. Fragdes de
massa molecular de 28-30 e 31-34 também foram imunodominantes em estudo

desenvolvido por Sopelete et al. (2006) em pacientes com polinose. Estes achados estdao
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em concordancia com os relatados por Sing; Knox (1985) e Schéppi et al. (1999) que
detectaram alérgenos de polen dos grupos 1 constituido de glicoproteinas de 32-35 kDa
e grupo 5 de proteinas nao glicosiladas de 28-30 kDa, como os mais freqiientes
reconhecidos por pacientes alérgicos a polen de gramineas.

No extrato Lm os componentes antigénicos de 55 e 66 kDa foram reconhecidos por
anticorpos IgE da maioria dos pacientes com polinose, da mesma forma que estudo de
Sopelete et al. (2006) em pacientes com alergia a polen de L. multiflorum. Devido a sua
freqliéncia de reconhecimento e massa molecular aparente esse componente pode estar
relacionado aos alérgenos dos grupos 4 e 13. Varios estudos demonstraram a
importancia clinica dos alérgenos dos grupos 4 e 13 de podlen de gramineas
(FAHLBUSCH et al., 1998; SUCK et al., 2000). Em extrato de polen de L. perenne,
Ekramoddoullah; Kisil; Sehon (1983) caracterizaram Lol p 4 como uma proteina de 59
kDa, enquanto que para P. pratense, Fahlbusch et al. (1998), mostraram que Phl p 4
apresenta uma massa molecular de 55 kDa. Entretanto, alérgenos dos grupos 4 e 13
podem ser discriminados através de gel bidimensional seguido de Immunoblotting, uma
vez que apresentam pontos isoelétricos (pl) diferentes, como os descritos para Phl p 4,
glicoproteina e pl de 9,4 e para Phl p 13, glicoproteina e pl de 7,5 (FAHLBUSCH et al.,
1998; SUCK et al., 2000).

Em relacdo aos componentes antigénicos de massa molecular de 96—116 kDa pode-
se observar uma alta percentagem (84%) de reconhecimento pelos soros de pacientes do
grupo RAS. Entretanto nenhum componente de alta massa molecular foi descrito ser
ligante de IgE de pacientes alérgicos a pdlen de L. perenne, em Immunoblotting sob
condi¢des redutoras (FORD; BALDO, 1986; EKRAMODDOULLAH; KISIL; SEHON,
1983). Porém, Ford; Baldo (1987) relataram para C. dactylon que o componente

antigénico de 100 kDa foi clinicamente importante. C. dactylon, subfamilia



61

Chloridoideae, esta presente na regiao Sul do Brasil. Assim, a reatividade as fracdes 96-
116 kDa de L. multiflorum sugere uma provavel reatividade cruzada com componentes
de alta massa molecular de C. dactylon (FORD; BALDO, 1986;
EKRAMODDOULLAH; KISIL; SEHON, 1983). Novos estudos utilizando anticorpos
monoclonais especificos ou imunoensaios de inibi¢ao poderao elucidar essa questao.

Sugere-se que o componente antigénico de baixa massa molecular de 14 kDa,
reconhecido por 42% dos pacientes do grupo RAS, possa estar relacionado aos
alérgenos dos grupos 2, 3, 10 ou 11 que apresentam massa molecular variando de 10 a
16 kDa. Alérgenos dos grupos 2 e 3, foram anteriormente identificados como proteinas
de aproximadamente 10-12 kDa (ANSARI; SHENBAGAMURTHI; MARSH, 1989)
com diferentes pontos isoelétricos, um acido outro basico, podendo assim serem
discriminados em gel bidimensional e mesmo quantificados por técnica utilizando
anticorpo monoclonal (MARTH et al., 2004), enquanto que os alérgenos dos grupos 10
(=12 kDa) e 11 (= 16 kDa) também podem ser diferenciados por seus diferentes pontos
isoelétricos de 10 e 5-6, respectivamente (ANSARI; KILLORAN; MARSH, 1987;
ANDERSON; LIDHOLM, 2003).

Estudos tém sido realizados para elucidar a existéncia de reatividade cruzada entre
alérgenos de podlens de gramineas, inclusive ndo s6 em relacdo a extratos brutos, mas
quanto a caracterizacdo e clonagem de numerosas proteinas alergénicas (WEBER,
2003; AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001). Estudos de radioimunoensaio
(RAST) de inibigdo, com extratos brutos de pdlens de gramineas da subfamilia
Pooideae, demonstraram forte reatividade cruzada entre seus membros (BERSTEIN et
al., 1976; MARTIN; MANSFIELD; NELSON, 1985; WEBER, 2003).

No presente estudo, significantes inibicdes homologas e heterdlogas foram

observadas pelos extratos de gramineas analisados, quanto a liga¢do de IgE as fracdes
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alergénicas de pélen de L. multiflorum. Assim, nos ensaios de Immunoblotting de
inibi¢do, altissima inibicdo (> 80%) homologa foi observada em todas as fracdes de
polen de Lm, inclusive nas imunodominantes. Esses dados condizem com o esperado,
visto que os pacientes eram primariamente sensibilizados ao polen de L. multiflorum.
Os inibidores Lp e Gramineas Il apresentaram capacidade de inibi¢do Isy praticamente
em todas as fracdes imunodominantes de Lm. Vérios estudos ja demonstraram quanto
aos alérgenos imunodominantes dos grupos 1 e 5, serem os mesmos altamente
conservados na maioria das gramineas clinicamente relevantes (JOHNSON; MARSH,
1966; SUPHIOGLU; SINGH; KNOX, 1993; BROADWATER et al, 1993;
MATTHIESEN; SCHUMACHER; LOWENSTEIN, 1991). Contudo, as fragdes de
massa molecular entre 28-32 kDa, relativas aos grupos 1 e 5, em média apresentaram
inibigdo > 50% com os extratos Lp e Gramineas II e inibicdo ndo significativa em
relacdo ao extrato Gramineas I. Sendo assim, observou-se limitada reatividade cruzada
entre Lm e Gramineas I, em contraste com a evidente identidade alergénica entre Lm,
Gramineas II e Lp. Este padrao pode ser justificado pela proximidade filogenética entre
L. multiflorum, L. perenne e gramineas do extrato Gramineas II (WEBER, 2003).

No tnico estudo comparativo entre o reconhecimento de fragcdes de polen de L.
multiflorum e de outras gramineas disponivel até o momento na literatura, Schéppi et al.
(1999), relataram que o anticorpo monoclonal 1D11, especifico ao alérgeno Phl p 5,
reconheceu a fragao antigénica de 30 kDa em muitos poélens de gramineas, inclusive de
L. perenne e L. multiflorum, demonstrando a identidade alergénica dessa fragdo entre
espécies de gramineas diversas.

Os inibidores Lp e Gramineas II apresentaram capacidade de inibi¢ao Is
praticamente em todas as fragdes imunodominantes de Lm, exceto na de 26 kDa. Uma

vez que essa fragdo teve uma Is significativa com o extrato homologo Lm, mas fracas
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inibicdes com extratos de pdlens heterdlogos (Lp, Gramineas I e Gramineas II) supdem-
se tratar-se de um componente antigénico especifico de Lm.

Altissima inibicdo (> Igo) heterdloga foi observada somente em relagdo a banda de
55 kDa (possivelmente alérgenos dos grupos 4 ou 13) com o extrato Gramineas II, mas
com uma menor, porém ainda significativa inibi¢do de aproximadamente 79% com o
extrato Lp, sugerindo ser esta uma importante fracdo de reatividade cruzada entre
alérgenos de polen de L. multiflorum e das gramineas presentes nos extratos Lp e GII.
Vale a pena ressaltar que os extratos Lp e Gramineas II ndo sdo constituidos de
alérgenos de L. multiflorum, mas sim de alérgenos de polens com proximidade
filogenética a L. multiflorum, enquanto que o extrato Gramineas I (que ndo demonstrou
inibigdo significativa a nenhum componente antigénico imunodominante de Lm)
apresenta em sua composi¢cdo polens de gramineas de tribos (Triticeae ¢ Aveneae)
diferentes de L. multiflorum (Pocae).

Em conjunto, esses resultados estdo de acordo com estudos de radioimunoensaio
(RAST) de inibicao e ELISA de inibi¢do, com extratos brutos de pdlens de gramineas
da subfamilia Pooideae que demonstraram forte reatividade cruzada entre seus membros
(BERSTEIN et al., 1976; MARTIN; MANSFIELD; NELSON, 1985; WEBER, 2003;
SOPELETE et al., 2006; LOVBORG, 1999; MOHAPATRA, LOCKEY; SHIRLEY,
2005).

Entretanto, apesar de se conhecer a ocorréncia de alta reatividade cruzada entre
extratos de poélens de diferentes espécies de gramineas, alérgenos especificos a uma
espécie ou subfamilia podem ter um papel importante na sensibilizagdo de determinados
individuos, sendo que nesses casos, deve se ter muita precaucdo para se considerar a
reatividade cruzada entre alérgenos de polens de gramineas. E o caso dos alérgenos de

polen de P. notatum que mostraram limitada reatividade cruzada com alérgenos de L.
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perenne em pacientes sensiveis a este polen, conforme relatado por Davies et al. (2005),
que concluiram entdo que deve-se considerar a utilizagao do extrato de P. notatum para
o diagnéstico e tratamento de pacientes, com sintomas relacionados a época de
florescimento desta graminea.

Aliado a isso, ja se demonstrou que extratos alergénicos contendo quantidades
indefinidas de antigenos nao alergénicos pode ndo apresentar a mesma resposta nos
pacientes, quando comparado com extratos contendo alérgenos especificos uma vez que
sua poténcia bioldgica pode ser perdida devido a grande variabilidade de antigenos
(VALENTA; NIEDERBERGER, 2007). Assim, a reatividade cruzada entre alérgenos
de polens de gramineas deve ser bem avaliada, pois apresenta extrema importancia na
formulagdo dos extratos alergénicos podendo assim inadvertidamente levar a reacgdes
adversas, especialmente nos extratos contendo polens de varias espécies de gramineas,
que ao final da preparacdo podem conter uma alta concentragdo de um mesmo grupo de
alérgeno (WEBER, 2003).

Assim, os dados deste estudo permitem concluir que extrato de pdlen de L.
multiflorum deve ser preferido a aqueles de polen de gramineas a ela relacionadas em
analises quantitativas da sensibilizagdo alergénica em pacientes com polinose devido a
pélen de L. multiflorum, apesar da conhecida reatividade cruzada entre alérgenos de
polen de gramineas. Aliado a isso, as bandas imunodominantes de polen de L.
multiflorum foram as de maior reatividade cruzada com alérgenos de polen de L.
perenne e de gramineas do extrato Gramineas II, particularmente a fragcdo de 55 kDa e
que a mesma podera ser empregada no diagnostico e imunoterapia especifica quando da
necessidade de se utilizar uma fragdo mais conservada entre pdlens de gramineas da

tribo Poeae.
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6. CONCLUSOES

1. Maiores diametros médios obtidos no teste cutaneo de puntura (TCP) com o extrato
de polen Lm em relagdo do extrato comercial Gramineas Il sugerem que o extrato Lm
seja mais sensivel para ser utilizado em andlises quantitativas, tanto no diagnostico
como na imunoterapia especifica, em pacientes com polinose sensiveis a pdlen de
Lolium multiflorum, devido o extrato Lm ser constituido de proteinas especificas do

grao de polen dessa espécie de graminea.

2. A determinacdo dos niveis de IgE especifica ao alérgenos de polen de Lolium
multiflorum, por ELISA, mostrou ser uma ferramenta util na avalia¢do da resposta

anticorpica a alérgenos de polen de L. multiflorum em pacientes com polinose,

principalmente quando da necessidade de uma andlise quantitativa e mais precisa.

3. Significantes inibigdes homologas e heterdlogas observadas nos ELISAs de inibigao,
para deteccdo de reatividade cruzada de IgE especifica a alérgenos de poélen de contidos
no extrato Lm, refletem uma significativa reatividade cruzada entre alérgenos de pdlens
contidos neste extrato com alérgenos presentes nos extratos de polen L. perenne e

Gramineas II, em contrapartida a irrelevante reatividade cruzada ao extrato Gramineas I.
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4. Em relacdo a freqiiéncia de componentes antigénicos do extrato Lm ligantes de IgE
de pacientes do grupo RAS, as fragdes 26, 28 e 32 kDa apresentaram alta freqiiéncia de
reconhecimento (> 90%) pelos anticorpos IgE presentes no soro destes pacientes, sendo
que outras fragdes (40, 55, 66, 72 e 96-116 kDa) também podem ser consideradas
importantes, uma vez que foram reconhecidas por mais de 50% dos pacientes com

polinose.

5. As bandas imunodominantes de polen de L. multiflorum reconhecidas por IgE de
pacientes com polinose no Immunoblotting, sugerem serem as mesmas constituidas de
componentes conservados, uma vez que apresentaram maior reatividade cruzada com

alérgenos de polen de L perenne e de alérgenos do extrato Gramineas II.

6. A fragdo de 55 kDa de polen de L. multiflorum por apresentar alta reatividade cruzada
com Lp e Gramineas II, podera ser de utilidade, tanto pra fins de diagnodstico como para
0 seu uso em imunoterapia, quando da necessidade de se utilizar uma fragdo mais

conservada entre polens de gramineas da tribo Poeae.

7. A utilizacdo de extrato e pdlen de Lm deve ser preferido a aqueles que apresentam
polens com proximidade filogenética com essa graminea, quando da necessidade de
obter determinacdes de sensibilizacdo mais precisas no diagnostico e na imunoterapia

da polinose, particularmente devido a polen de L multiflorum.
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ANEXOS

ANEXO 1

UJ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao
_ COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodao Naves de Avila, n° 2160 - Bloco J - Campus Santa Monica - Uberlandia-MG -
CEP 38400089 - =& (034)235-2078 FONE/FAX (034)239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 129/03

Uberliandia, 22 de setembro de 2003.

Ilmo(a) Sr.(a).
Prof.(a).Dr.(a). Ermnesto Akio Taketomi

Prezado(a). Professor(a),

Informamos-lhe, que o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Uberlindia, examinou e APROVOU o projeto de pesquisa “Sensibiliza¢io alergénica em
pacientes atopicos e caracterizacio morfofuncional dos alérgenos derivados de pélen
de graminea (Lolium multiflorum, Lam, 1779)”, protocolado sob o numero 089/2003, do
qual V.Sa. figura como pesquisador responsavel, para ser desenvolvido a partir desta data.

Em adendo, informamos que o prazo para entrega de relatorio € de 120 dias apos o
término da execugdo prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96
CNS.

)
iﬁw*'zcﬂ/ - St

/ Prof. Dr. Alcino Bduardo Bonella
' Coordenador do CEP/UFU
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ANEXO 2
r UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
U INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E
PARASITOLOGIA APLICADAS

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,concordo

em participar do projeto de pesquisa intitulado “Detecc¢ao e caracterizacdo da resposta
de anticorpos IgE a alérgenos de pdlen de azevém (Lolium multiflorum, Lam. 1779)
por ELISA e Immunoblotting”. O referido projeto tem como objetivo principal
determinar qual a parte do grdo de pdlen do azevém causa alergia e como 0s pacientes
alérgicos respondem quanto a producao de anticorpos especificos.

Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei
submetido (a) e que serédo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia
Clinica, Campus Umuarama, Bloco 4C em Uberlandia-Minas Gerais, e/ou no consultorio
do Prof. Dr. Francisco A. M. Vieira na cidade de Caxias do Sul-Rio Grande do Sul, a
saber:

- Necessidade de coleta de sangue.
- Realizacdo de exames complementares tais como teste cutdneo com
alérgenos inalaveis.

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta, ou esclarecimento a
qualguer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a investigacao. Terei a liberdade de me retirar da pesquisa a qualquer
momento em que desejar sem necessidade prévia de explicacdes.

Serd respeitado o carater confidencial das informacfes fornecidas, ndo sendo

permitida a minha identificacao.

, de de 200 .

ASSINATURA

TESTEMUNHA
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Tabela com as médias de freqiiéncias de inibigdo de cada fragdo protéica de Lolium

multiflorum, para cada inibidor utilizado

Fracdes protéicas

Percentagem de Inibicdo (Média + Desvio padréo)

(kDa) Lm Lp Gl Gll
14 100+ 0 100 £0 100 £0 100 £0

19-21 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0
23 100 £ 0 76,6 + 40,6 73,8 453 77,8 + 38,4
24 94,0 + 14,7 76,8 29,7 77,9 £353 80,1 +32,5
26 84,1 +20,9 43,6 £22,2 258+ 11,3 56,6 + 24,8
28 82,4 £ 18,0 57,1 £34,5 42,6 £ 35,5 60,2 £ 31,6
32 948 £ 11,1 61,1 £27.9 46,2 + 40,1 70,9 £25,7
40 100+ 0 59,3+324 472 +425 60,9 £32,3
55 100+ 0 79,0 £32,9 48,0 £ 39,0 81,3+£29,2
66 100 £ 0 64,9 +31,0 43,6 + 38, 66,4 + 26,6
72 95,0 + 13,2 66,14 +32,2 48,0 + 40,4 73,4 +30,6
78 93,6 16,9 58,9 + 39,4 42,9+423 74,1 + 29,4
84 95,4 +13,9 47,5+32,2 32,2 +£30,9 72,2 £31,3

96-116 86,9 £ 17,7 30,8 £ 11,7 22,5+14,9 48,0 £ 26,0




