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Resumo

Os autores descrevem o caso de uma doenie com 30 anos de idade, sem antecedentes pessoais
prévios de atopia e que aos 14 anos inicia episédios de urticaria e angioedema generalizados
apos ingestao de frutos da familia das rosaceas. As crises de angioedema com envolvimenio das
vias aéreas superiores motivam recurso a servigo de urgéncia hospitalar. A partir dos 27 anos
inicia queixas com cardcter semelhante ap6s ingestao de frutos secos. O estudo imunoalergolégico
demonstrou sensibilizagdo a frutos da subfamilia Prunoideae, frutos secos e outros alimentos de
origem vegetal botanicamente nao relacionados. Estudos de SDS-PAGE/Immunoblotting permitiram
identificar reactividade a alergénios de baixo peso molecular. Ensaios de inibicao de /mmunobiotting
demonstraram a existéncia de reactividade cruzada entre proteinas alimentares identificadas.

Palavras-chave: Alergia alimentar, roséaceas, frutas secos, SDS-PAGE/Immunoblotting;
ensaios de Inlblgdo de Immunoblotting

Abstract

The authors report the case of a 30 years ofd female, without respiratory allergy, who com-
plained of generalised usticaria and angioedema, al the age of 14, after the ingestion of the Ro-
saceae fruils. All the episodes of angioedema were severe, with superior airways involvement,
and were lreated in the Emergency Room. Al the age of 27 she began to have the same com-
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plaints when ealing nuts. Sensitisation to the Prunoidea subfamily, nuts and other unrelated plant-

derived foods were demonstrated by skin prick tests and serum specific IgE determination.
SDS-PAGE and Immunoblotting analysis revealed reactivity to low molecular weight allergens.

Immunoblotting inhibition assays showed the presence of cross-reactivity between some of the

identified food proteins.

Key Words: Food allergy, rosaceae, nuts, SDS-PAGE/Immunoblotting, Immunoblotting inhi-

bition.

INTRODUCAO

A alergia alimentar 2 magd, ao péssego ¢ a outros
frutos da familia das rosadceas é relativamente
frequente nos paises da Europa do Norte, particu-
larmente em individuos atdpicos, scnsibilizados a
pélens de bétula. A base imunolégica para este
fenémeno € a existéncia de reactividade cruzada
mediada pela IgE entre pélens e alergénios
alimentares de origem vegetal (*?). Os principais
alergénios, actualmente identificados, implicados
na alergia as rosdccas sfo as proteinas homélogas
da Bet v 1, as profilinas (Bet v 2) e as proteinas d¢
transferéncia de lipidcos (LTPs). Proteinas
pertencentes a estes grupos focam identificadas ecm
diversos frutos e pélens (). Esta demonstrado que
dentro de cada grupo existe uma importante
homologia na sequéncia de aminoacidos o que
explica a reactividade cruzada a nivel de epitopos
IgE. Os alergénios homdlogos da Bet v 1 estido
envolvidos em mais de 90% das alergias a rosdccas
em paises da Europa Ccntral € do Norte. Nestas
zonas, em que a bétula é uma espécie autdctone, o
fruto da familia das rosdceas responsdvel por um
maior nimero de reac¢des alérgicas € a maga. Este
facto é explicado por uma homologia significativa

entre Betv 1 e Mal d 1, o alergémo major da maga.
("). As manifesta¢des clinicas mais caracteristicas
enquadram-se num sindrome de alergia oral (SAQO)
que surge frequentemcnte associado a polinose.
Contrariamente, nos paises mediterrdnicos, a
sensibilizacdo a Bet v 1 é detectada em menos de
10% dos alérgicos a rosdceas (**). Nestes pafses,
particularmente no centro de Espanha, observa-se
com relativa frequéncia alergia a rosiceas associada
a polinose a gramineas, sendo a sensibilizagdo a
profilinas relevante. Nos dltimos anos demonstrou-
se que os alergénios mais importantes envolvidos
na alergia a rosiceas em paises mediterranicos,
nomeadamente em Espanha e Itdlia, sdo as LTPs —
Lipid transfer proteins -(>¢). Estes alergénios nio
apresentam reactividade cruzada com pdlens de
bétula ou gramineas mas, exibem reactividade
cruzada com pdlens de artemisia. Nos individuos
alérgicos a rosdceas e sem polinose associada, as
LTPs sdo os unicos alergénios até agora identi-
ficados (). As manifestagdes clinicas na sensibili-
zagdo a LTPs sdo habitualmente sistémicas e graves.
(*F). Estes alergénios de baixo peso molecular (9-
11 KDa) isolados em diversos frutos da subfamilia
Prunoideae (péssego, alperce, ameixa, cereja)
exibem uma grande homologia, scndo frequente-
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mente responsdveis pela extensa reactividade
cruzada entre estes frutos ().

Estudos recentes de diversos autores tém
demonstrado reactividade cruzada entue LTPs de
frutos e vegetais pertencentes a diferentes familias
taxonémicas, sendo actualmente considerados
como alergénios com extensa distribui¢io no reino
vegetal (1%1).

CASO CLINICO

Doente do sexo feminino, com 30 anos de 1dade,
enviada a consulta de Imunoalergologia dos
Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC) para
investigagio de episddios de urticdria e angioedema
generalizados desencadeados ap6s a ingestio de
frutos. Descreve o inicio da sintomatologia aos 14
anos apos a ingestio de maca. A partir dos 15 anos
refere queixas semelhantes coin a ingestdo de
péssego, referindo sintomas mais gruves com
envolvimento das vias aéreas superiores. A partir
dos 27 anos inicia sintomatologia com a ingestdo
de amendoim. A doente abandonou o consumo
destes frutos. Todos os episédios motivaram recurso
a servi¢o de urgéncia hospitalar com administragao
de terapéutica parentérica, pelo que a doente foi
encaminhada para estudo diferenciado em consulta
de especialidade. Nos antecedentes pessoais
destaca-se a auséncia de sintomatologia respiratéria
sugestiva de patologia alérgica.

METODOLOGIA DIAGNOSTICA
E RESULTADOS

Em concordincia com o protocolo seguido no
nosso Servigo para estudo das urticdrias € angioe-
demas recorrentes realizou-se um estudo analitico
sumdrio que incluia entre outros a anéalise da
bioquimica sanguinea, hemograma, doseamento de
imunoglobulinas séricas, estudo do complemento

(C3, C4,Clqgeinibidor da esterase de C1), pesquisa
da presenca de anticorpos anti-nucleares e anti-
tiroideus, determinag¢io da fung¢do tiroideia. Foram
efectuados testes cutdneos de alergia por picada
(prick) a extractos comerciais de aeroalergénios
comuns ¢ alergénios alimentares de origem vegetal
(Leti®). Como controlo positivo foi utilizado
cloridrato de histamina (10 mg/m]) e como controlo
negativo uma solugio glicerosalina. A bateria de
aeroalergénios incluia extractos de Dermatopha-
goides pteronyssinus, farinae e microceras; Aca-
rus siro, Candida albicans, Aspergilus fumigatus,
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum,
Gato, Cio, Blatella germanica, Dactylis glomerata,
Festuca pratensis, Lolium perene, Phleum pra-
tensis, Secale cereale, Triticum sativum, Poa
pratensis, Parietaria judaica, Artemisia vulgaris.
Plantago lanceolaia, Chaenopodium album, Olea
europea, Corylus avelana, Robinia pseudoacacia,
Tilia cordata, Betula pubescens, Quercus robur,
Pinus radiata. Os alergénios alimentares de origem
vegetal testados foram verduras diversas e legu-
minosas (alface, couve, alho, cebola, pimento,
tomate, feijdo verde, nabo, grio, soja, ervilha, louro,
pimenta), frutos (Jaranja, lim#o, ananas, kiw), péra,
morango, péssego, magéd, ameixa, cereja, melao,
melancia, manga, banana) e sementes/frutos secos
(aveld, pinhdo, amendoim, améndoa, semente de
girassol, castanha, noz, pistachio). As picadas foram
realizadas utilizando lancetas metalicas tipo Morrow-
Brown (Prick Lancetter-Dome Holister Stier). Apos
20 munutos foram determinados os didmetros médios
das pdpulas. Consideraram-se positivos oS testes
correspondentes as pdpulas com didmetro médio
igual ou superior em 3 mm ao controlo negativo.
Procedeu-se ao doseamento de IgE especifica para
os alergénios alimentares suspeitos (Unicap
Pharmacia) e em funcdo dos resultados dos testes
cutaneos.

Uma bidpsia cutdnea de pele s3, em periodo
intercritico, foi também efectuada.

Os testes cutdneos de alergia revelaram reactivi-
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dade a diversos alimentos de origem vegetal
(Quadro I). O doseamento sérico Je imunoglo-
bulinas encontrava-se dentro dos parimetros de
referéncia (IgE total - 45 KU/L), enquanto que se
observou aumento de IgE especifica para péssego
e magd — classes 2 (Quadro I). O estudo do
complemento (C3, C4, Clq ¢ inibidor da esterase
de C1) e da fungido tiroideia (T3, T4 e TSH) revelou-
s¢ nocmal. Os anticorpos anti-nucleares ¢ anti-
tiroideus foram negativos ¢ a biépsia cutdnea nao
demonstrou alteracdoes.

Em funcio dos resultados obtidos neste estudo,
foi aconsclhada a evicgdo de frutos da familia das
rosiceas ¢ ainda de sementes e frutos s¢cos, niao se
registando novos episddios de urticdria ou
angioedema.

Com o objectivo de identificar as proteinas
envolvidas nas reacgdes alimentares alérgicas nesta
doente, prosseguiu-se a investiga¢do laboratorial
através da determinagdo de IgE especifica por
estudos de Immunoblorting (DPC Anwerlab ®)

Estudos de SDS-PAGE/immunoblotting pesmi-
tiram identificar uma dnica banda no Immunoblot-
ting do péssego com peso molecular aproximado
de 11,3 KDa (fig. 1). Para a maga foi detectada uma
banda com peso molecular aproximado de 15,4
KDa (fig. 2). Nao se identificaram bandas nos
immunoblotings de amendoim, castanha, avelad ou
noz. Estes resultados sdo concordantes com os da
determinagio de IgE especifica por Unicap (Phar-
macia®).

Realizaram-se estudos de ipibi¢do de immuno-
blorting com o intuito de investigar a existéncia de
reactividade cruzada entre as proteinas alinmentares
tdentificadas. Para o ptssego & magd foram
efectuados estudos de inibigdo utilizando extracto
total do fruto. Para a magd realizou-se ainda inibigdo
com extracto de pdlen de bétula. Nos estudos de
inibi¢do utilizaram-se extractos comercializados
para prick-teste (Leti ® - concentragido proteica 10
mg/ml). Os ensaios de mibigio foram efectuados
de acordo com o procedimento preconizado pelos

T4k sérica capecifca -

176 KUIL (classe 2).

- < 0,35 KU/L (classe 0)
< 0,35 KUAL (class

1,45 KU/L (classe 2)

- <035 KU/L (classe 0)

<0,35 KUIL (classe 0)

< 0,35 KU/L (classe )

< 0,35 KU/L (classe 0)

<035 KUL (classe 0).

~ <0,35 KU/L (classe 0)
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Figura 1 - Immunoblotting de péssego e inibi¢io
com os diferentes extractos.

Laborarérios DPC-Amerlab. A identificacio dos
pesos molcculares e as respectivas intensidades
foram analisadas com o auxilio do software
Quantiscan (Biosoft, Cambridge, UK). Para cada
um dos extractos comerciais utilizados foi
determinada a percentagem de inibigdo com base
no valor da intensidade da banda obtida com o soro
inteiro da doente de forma a valorizar a possivel
reactividade cruzada entre os diferentes alergénios.

Como se pode observar na fig. 1 para o Immuno-
bloting de péssego conseguiu-se uma inibigao to-
tal com extracto de amendoim (auséncia da banda
de ligacdo da IgE- 100% inibigio), e quase total
com extracto total de péssego (85% de inibi¢io).
Verifica-se auséncia de inibi¢do com cxtractos de
noz, semente de girassol e magd (0% de inibi¢io).
Estes resultados permitem inferir que a proteina de
11,3 KDa identificada na alergia alimentar ao
péssego ndo apresenta reactividade cruzada com
alergénios da noz, semente de girassol ou magi. No
entanto existe reactividade cruzada com extracto
de amendoim.

Nos ensaios de Immunoblotiing da maga
identificou-se uma banda de peso molecular aproxi-

Figura 2 - Immunoblotting de magi e inibigdo com
os diferentes extractos.

mado de 15,4 KDa. De acordo com a figura 2,
verifica-se, para o Immunoblotting da maga, inibi¢do
total para o extracto da maga e auséncia de inibi¢do
para o extracto de péssego total e pélen de bétula,
nio se verificando por isso reactividade cruzada.

DISCUSSAO

Estudos efectuados pelo grupo de Pastorello (%)
demonstraram que as LTPs sdo importantes
alergénios na familia Rosaceae. Os docntes com
alergia alimentar a frutos desta familia, sem clinica
de polinose, reagem babitualmente apenas a estas
proteinas de baixo peso niwlecular, Este {acto sugere
a possibilidade de sensibilizagfio por outra via para
além da inalatéria 4o contrdrio do quc sucede com
a sensibilizagio a Bet v 1 ().

As LTPs das plantas parecem representar uma
nova classe de alergénios ubiquitdrios especificos
para alimentos como frutos frescos, secos e outras
vegetais. A scnsibilizagdo as LTPs assure uma
importante relevincia clinica ja que estas protcinas
sdo termoestaveis exibindo sequéncias aminoa-
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cidicas bem conservadas que podem condicionar
um alto grau de reactividade cruzada entre
alimentos de origem vegetal botanicamente n3o
relacionados (**'6).

No caso clinico descrito a auséncia de polinose
e a ocorréncia de reac¢Ges sistémicas graves apés
ingestdo de frutos da familia das rosdceas levantou
a suspeita de estarmos perante um caso de
sensibiliza¢do a LTPs. Confirmada a sensibilizacio
mediada pela IgE a péssego e magd através de
realizacdo de testes cutineos e determinagio de IgE
especifica (Unicap Pharmacia) prosseguiu-se o
estudo laboratorial com o objectivo de caracterizar
as proteinas envolvidas nas reacgdes alimentares
alérgicas desta doente. A realizagiio de estudos de
Immunoblotting (DPC Amerlab) permitiu identi-
ficar reactividade imunolégica a uma proteina de
peso molecular aproximado de 11,3 KDa para o
péssego e de uma proteina de 15,4 KDa para a maga.
As manifestagdes de alergia alimentar, com caricter
sistémico e clevada gravidade clinica, limitaram a
realizacdo de prova de provocag¢ido oral especifica
por razdes éticas. Em diversos estudos publicados
as reaccdes alimentares induzidas por LTPs séo
descritas habitualmente como reacgdes graves
(°12y. Num estudo recente de Pastorello é
preconizado o diagndstico laboratorial de alergia a
LTPs tendente a evitar a confirmagdo diagndstica
por prova de provocagdo oral (°).

As LTPs s3o uma familia de polipeptideos alta-
mente conservados com um peso molecular com-
preendido entee 9 ¢ os 11 KDa e que se encontram
amplamente distribuidos no reino vegetal. Estdo
implicados na formagdo da cuticula dos vegetais e
participam na defesa frente a patogénios sendo
classificadas como proteinas de defesa do grupo
PR 14 ('%1%). Sdo termoestaveis e resistentes a digestao
com pepsina O que oS converie enl potentes
alergénios alimentares e explica a ocorréncia de
manifestacdes sistémicas (*"'?). Sdo os dnicos aler-
génios até agora identificados nos doentes alérgicos
a rosdceas sem polinose associada, comportando-se

como verdadeiros alergénios alimentares ¢ origi-
nando sensibilizagdo por via oral ('7'%).

Asero e col. demonstraram que um grande
nimero de doentes com hipersensibilidade as LTPs
e alergia a rosdceas podem manifestar sintoma-
tologia apds ingestio de uma grande variedade de
alimentos vegcetais contendo LTPs. Num estudo
recente este autor descreve uma alta prevaléncia de
reactividade cruzada com significado clinico entre
L.TPs de rosaceas & frutos secos ('?). Curiosamente
nesta doente observou-se inibi¢do total da ligagao
da IgE ao extracto de péssego quando se adicionou
extracto comercial de amendoim, o que sugere a
existéncia de elevada homologia na sequéncia
aminoacidica das proteinas implicadas na alergia
alimentar a estes dois frutos. A sensibilizagido zo
amendoim foi demonstrada através da reacydo
positiva ao teste por picada. As determinagoes de
IgE especifica pelos métodos Unicap (Pharmacia)
e Immunoblotting (DPC Amerlab) ndo permitiram
identificar ligacio de IgE especifica do soro da
doente a gualquer proteina do amendoim. Quando
se utilizou o extracto de amendoim comercializado
para prick teste no estudo de inibi¢do de /mmuno-
blotting observou-se inibi¢ao total da ligagio da IgE
do soro da doente ao extracto de péssego sugerindo
extensa reactividade cruzada. Estes resultados
permitem-nos reflectir sobre o valor informativo e
limitagdes dos diferentes testes de diagndstico
disponiveis e estio de acordo com uma maior
sensibilidade descrita para os lestes cutdneos. O
facto de ndo se ter encontrado ligacio da IgE
especifica do soro da doente a proteinas alergénicas
quando se utilizaram os métodos Unicap ¢ Immuno-
blotting poderd dever-se a presenga de niveis
infraliminares de IgE especifica ou a auséncia da
proteina alergénica nos extractos utilizados para
diagnostico. O diagnéstico definitivo de alergia
alimentar ao amendoim sera estabelecido, neste
caso, através da realizagio de prova de provocagio
oral que por razdes 6bvias nio foi efectuada. No
entanto a relagdo da ocorréncia de sintomatologia
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poucos minutos apés a ingestdo de amendoim
deserita pela doente emn diversas ocasioes e a
sensibilizagao demonsirada nos testes cutancos
levam-nos a considerar com grande probabilidade
este diagndstico, refor¢ado pela melhoria clinica
com a dieta restritiva em amendoim e frutos secos.

A proximidade do peso molecular da proteina
identificada no Immunobloting do péssego (11,3
KDa) com os pesos moleculares descritos na
literatura para as LTPs leva-nos a admitir com
grande probabilidade de cstarmos perante umna
alereia a LTPs, reforgada pelo cardeter sistémico e
gravidade das manifestagdes clinicas aliada a
auséncia de polinose. Para a maga a inexisténcia
de reactividade cruzada com pélen de bétula é
concordante com a auséncia de polinose nesta
doente. Curiosamente o peso molecular encontrado
(15,4 KDa) € distante do descrito para LTPs, ndo
apoiando a suspeita inicial de alergia a LTPs na
maca.

A evolucio relevante nos métodos laboratoriais
de investigacfio observada nos dltimos anos tem
permitido um isolamento e caracterizagdo de
alergénios cada vez mais acurado. Assim, tém-se
conseguido identificar diversos grupos de proteinas
com estrutura semelhante apresentando grande
homologia nas sequéncias aminoacidicas e com
fungdes bioquimicas similares (1%). E provivel que
num futuro préximo, o diagndstico de alergia
alimentar, particularmente a alimentos de origem
vegetal, se baseie na identificag@o de sensibiliza¢do
a grupos de alergénios com fun¢des bioquimicas
idénticas e/ou com grande homologia molecular.
Nas reacgbes graves, a utilizagdo de alergénios
recombinantes permitird a identifica¢fo in vitro das
proteinas implicadas, evitando o recurso a métodos
de diagndstico com maior risco como a prova de
provocagdo oral. O conhecimento dos diversos
alimentos que poderdo conter as proteinas respon-
sdveis pelas manifestagdes de alergia alimentar
conduzird a um aconselhamento dietético mais
orientado, tendente a prevenir a ocorréncia de

reacgdes sistémicas graves como as provocadas
pelas LTPs.
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