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RESUMO

Estudo do perfil em Alergénios do poélen de Platanus hybrida e da sua repercussao na doenga
alérgica respiratéria sazonal na populagdo de Evora

O platano (Platanus hybrida), uma arvore ornamental e de sombra, produz pélen em
grande quantidade, sendo responsdvel pela exposi¢cdo elevada a pdlen no inicio da primavera.
Desconhece-se, porém, o seu perfil alergénico. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o
perfil em alergénios do pélen de platano em Evora, Alentejo. Obtiveram-se extratos de pélen
gue foram liofilizados e conservados a -802C. O perfil em alergénios foi avaliado por western
blot utilizando soros humanos (obtidos mediante consentimento informado de doentes do
Hospital do Espirito Santo de Evora — HESE). Identificaram-se diversas bandas imunorreativas

de pélen de P. hybrida, sugerindo a presenca de alergénios.

Evidenciou-se também a existéncia de reatividade cruzada com pélen de gramineas.
Estes resultados sugerem que o pdlen de pldtano, dada a sua grande abundancia na cidade de
Evora, poderd contribuir para o agravamento a sintomatologia da popula¢do que sofre de

polinose, em particular no inicio da primavera.



ABSTRACT

Study on the pollen allergen profile from Platanus hybrida and its contribution to pollinosis
in the population of Evora

Plane trees, hence pollen, are highly abundant in the city of Evora, nonetheless
allergen profile has not yet been evaluated. The aim of this work was to characterize the
allergen profile of pollen from Platanus hybrida, one of the most representative species in
Evora showing pollination prior to the main pollen season in Alentejo. Pollen extracts were
lyophilized and stored at -802C until analysis. Protein content was determined by the Bradford
method. SDS-PAGE followed by western blot, using allergic patient sera (obtained from the
Hospital do Espirito Santo de Evora — HESE), were performed. Western blot have shown

several immunoreactive bands.

Cross-reactivity of P. hybrida with Q. rotundifolia and D. glomerata was found. These
results evidenced allergens found in P. hybrida pollen. Moreover, cross—reactivity between P.
hybrida and highly allergenic species such as D. glomerata was found which probably

contributes for the aggravation of pollinosis in the early spring.



INTRODUCAO

1.1 A polinose e perspectiva historica

Os graos de pdlen sdo atualmente referenciados em todo o mundo como potenciais
fontes de alergénios e os principais causadores de polinose (doencga do tipo alérgico). Este tipo
de doenga é bastante comum e embora apresente alta incidéncia na populagdo, havia muito
poucas referéncias sobre este tema antes do século XIX. Nas ultimas décadas do século XIX, Dr.
Bostock desenvolveu estudos que revelaram que as plantas induziam o aparecimento da
“febre dos fenos”. Esta primeira definicdo foi proposta por este investigador em 1819 num
trabalho apresentado na Sociedade Médico-cirurgica de Londres onde o autor descreveu a sua

prépria doenca, que se manifestava apenas em certas estacdes do ano.

Blackel no ano de 1995, confirmou a teoria do Dr. Bostock e acrescentou que o que
provocava este tipo de patologia era o pdlen, chegando a esta conclusdo devido a realizacdo
de testes de picada cutanea (“skin Prick test”). Esta descoberta contribuiu para consolidar a
probabilidade da existéncia de uma relagao entre os graos de pdlen e a entdo designada “febre
do feno”, dando origem a atual designa¢do de polinose, proposta por Jianan (Jianan et al,

2007; assunto revisto por Valero & Picado, 2002).

Desde entdo e até ao momento, este tema tem sofrido bastantes progressos (Jianan et
al, 2007). Atualmente sabe-se que os graos de pdélen possuem proteinas sollveis em dgua que
os tornam prontamente disponiveis e eficazes para ocasionar um tipo de reagdo, uma vez que
entram automaticamente em contacto com as mucosas do sistema respiratdrio. Nesta parte
do sistema respiratério, devido ao seu meio ser isotdnico, os alergénios difundem facilmente e
contactam com elementos do sistema imunitario, podendo provocar o desenvolvimento de

reacoes de hipersensibilidade tipo | (Rocha- Estrada et al, 2004).

1.2 Prevaléncia da polinose

O sistema respiratdrio entra em contacto com os graos de pélen por inalagdo. Devido a
esta exposicdo, existe uma enorme probabilidade da ocorréncia de reacbes de
hipersensibilidade em individuos suscetiveis geneticamente, imediata ou ndo, o que pode

conduzir ao desenvolvimento dos varios sintomas carateristicos (Rocha- Estrada e tal, 2004).

Estima-se que 2- 10% da populagdo mundial sofre de polinose. Nos EUA e na Europa a

prevaléncia de polinose tem vindo a aumentar nas ultimas décadas e estima-se que possa

1



atingir os 35% da populacdo nos anos vindouros. Na China 0,5%-5% da populacdo apresenta

reatividade ao pélen (Jianan et al, 2007).

Diversos estudos clinicos efetuados em cidades espanholas, demonstraram também
que umas das principais causas de alergia sdo os polénes. Observaram que em Madrid, a
prevaléncia de testes cutaneos positivos foi de 52%-56%. Consequentemente na Galiza
(noroeste de Espanha) a sensibilizacdo em individuos estava compreendida entre 8%-9% e na
cidade de Cérdova (sudoeste de Espanha) foi estimada 17%. Nesta regido, os tipos polinicos
mais relevantes sdo as gramineas e a oliveira. Contudo, outros tém vindo a ser considerados.
Uma percentagem significativa das alergias parece ser derivada do pdlen de platano (Platanus
hybrida), bastante comum nas cidades espanholas (Mozo et al, 2011). Em Portugal o
fenémeno é semelhante, apresentando-se a sensibilizacdo a gramineas em primeiro lugar
seguida da oliveira (Caeiro et al, 2013). O platano é também uma planta abundante nas
cidades portuguesas, contudo, é pouco conhecida a sensibilizacdo a este tipo polinico,
havendo um estudo com 27 pacientes de Evora que refere sensibilizacdo a platano em 10,7%
dos individuos (Galan et al, 2005). Sdo também insuficientes os estudos do perfil alergoldgico

desta espécie polinica.

1.3 Os pdlenes: caracteristicas estruturais e morfoldgicas

O grdo de pdlen é uma estrutura microscépica que produz gametas masculinos para
gimnospérmicas e angiospérmicas e os transfere para a parte feminina. Apresenta uma
carateristica estrutural bastante importante, as suas paredes externas sao revestidas por uma
parede resistente, a exina, uma parede interna mais fragil a intina, uma célula germinativa e
uma célula vegetativa. A exina é composta por carotendides, lipidos e lipoproteinas, tendo
como funcdo a definicdo das posi¢cdes de abertura para a germinacdo, ou seja, ligacdo entre o
polen e o agente polinizador e especificacdo entre as interagdes do pdlen com o estigma. Estas
aberturas mostram grande variedade morfolégica, podendo apresentar-se como sulcos
alongados, poros circulares ou a combina¢do dos dois, e constituindo uma forma tipica da
estrutura dos grdos de pdlen (Branddo, 2013). Estes aspetos, abertura, posicdo e
ornamentacdo da exina e o tamanho do grao de pdlen sdo carateristicas taxondmicas
importantes para o reconhecimento dos diferentes tipos polinicos. No que diz respeito a
ornamentacdo da exina, esta varia de acordo com o tipo de polinizagdo da planta, ou seja,

plantas que apresentem uma polinizacdo anemdfila (através do vento) apresentam saliéncias



na estrutura da exina, e plantas que possuam polinizacdo entomdfila (através de insetos) a

estrutura da exina é totalmente lisa (Figura 1) (Brandao, 2013).

Para possivel classificagcdo, os graos de pdlen tém que ser observados, a fim de se
determinar as mais diversas caracteristicas que lhe conferem a identificagdo, como é o caso da
forma, morfologia, tamanho, nimero de poros, nimero de sulcos e por fim a ornamentagao

do corpo central (Branddo, 2013).

Figura 1: Grdo de podlen de 4 espécies diferentes: A) Oleo europae; B) Platanus hybrida ; C) Dactylis
glomerata ; D) Quercus rotundifolia. ([1] & Brandao, 2013)

1.4 Os podlenes alergizantes

Os alergénios sdao maioritariamente glicoproteinas ou lipoproteinas que derivam de
fontes bioldgicas e que reagem com componentes do sistema imunitdrio provocando uma
reacdo alérgica. Embora se desconhega o que torna determinados tipos polinicos alergizantes
em detrimento de outros, é sabido que a reacgdo alérgica depende da exposicdo aos alergénios
(Caeiro et al, 2013). Normalmente casos graves de polinose ocorrem quando existem elevadas
concentragdes de grdos de pdlen no ar por m* e a sua distribui¢io é um fator determinante na

doenca alérgica respiratéria (Jianan et al, 2007).



1.4.1 Fatores que influenciam a distribuicao dos pdlenes

A distribuicdo e libertagdo do pélen depende da meteorologia, ou seja, condi¢cOes
meteoroldgicas varidveis influenciam a presenca deste tipo polinico na atmosfera. A
temperatura é o fator que influencia bastante as concentragdes presentes no ar (Fernandez-

Gonzalez e tal, 2010).

Atualmente, o aumento das construcdes de espacos verdes inadequados e de condi¢bes
climatéricas extremas, nomeadamente, ondas de calor que se fazem sentir, e a poluicdo
atmosférica das cidades, entre outros fatores potenciais contribuem para a agregac¢do dos
graos de podlen aos espacos urbanos e portanto, aumento da exposicdo ao pdlen (Figura 2)

(Jianan et al, 2007).

- Aumento da quantidade

) . de pélen
Efeito dailha .
Urbanizacio de calor Aumento da alergenicidade do
dlen
urbana P
Aumento prolongado do periodo da

exposi¢do ao pdlen

Figura 2: Impacto do efeito da ilha de calor urbana no aumento da concentragdo de alergénio (adaptado
de Jianan et al, 2007).

1.4.2 Prevaléncia dos pdlenes alergizantes

A prevaléncia dos podlenes alergizantes é um fator importante para o estudo da

sensibilizacdo aos pdlenes.

Na Europa, como representado na figura 3A, as espécies mais predominantes sdo a
bétula, as gramineas e a oliveira, destacando o facto de as gramineas estarem presentes em
toda a Europa do Norte, Centro e Sul. Estas espécies apresentam um enorme relevo do ponto
de vista alergénico, pois sdo consideradas os 3 principais grupos de espécies que de alguma
forma poderdo provocar sensibilizagdo. A ambrdsia sendo considerada uma espécie invasiva,
ndo se encontra representada no mapa mas apresenta uma elevada abundancia (dados ndo

publicados do projeto Europeu Hialine).



Em Portugal (figura 3B) destaca-se o facto de em todo o territério portugués as
gramineas e oliveira se encontrarem em primeiro lugar, dando mais relevo na zona sul interior,
Evora, em que a azinheira e o sobreiro (Quercus) apresentam uma maior abundancia na
cidade, cerca de 40%, seguindo-se as gramineas com aproximadamente 25%. O platano
também se encontra presente em todo o territério mas com uma maior abundancia na zona

do Alentejo (10%) (Caeiro et al, 2007).

. Bétula

’ Gramineas

' Oliveira

? Zona Centrao Interior
n - m
Poaea  Oliwira  Ouemus  Platanus  Parietaria
Zona Sul Interior
Zona Centro Litoral I .
- . -
40
5 Poacea Oliveira Quercus Platanus Parietaria
0
5
20 Algarve
15
10 I
A | =1

Poacea Oliveira  Quercus  Platanus  Parietaria

Poaces  Cleira  Ouercus  Platanus  Parstaria

Figura 3:Distribuicdo de alguns pdlenes alergizantes na Europa (A) e em Portugal (B). (dados ndo
publicados do projeto Europeu Hialine; Caeiro et al, 2007).



1.4.3 Platanus Hybrida: Caraterizagao fisica e taxondmica com distribuicao
por Portugal continental

O nome especifico, Hybrida, é resultado do provavel cruzamento entre as espécies,
Platanus Orientalis, da Europa- Asia, e Platanus acerrifolia do norte da América (J. Subiza et al,
1994). Platanus Hybrida pertence a familia de Platanus Hispdnica (Figura 4B). Em termos de
ecologia, é uma planta arbdrea, utilizada como arvore de sombra ornamental sub-espontanea
localmente, encontrada com frequéncia em parques, pracas, jardins, passeios, ruas, margens
de estradas e de cursos de agua. Em termos de caraterizacdo de solos, é muito mais
abundante em zonas com sub-solos profundos e frescos apresentando uma elevada

capacidade de tolerar ambientes poluidos ([2]; Afonso, 1941).

Possui um elevado crescimento que pode atingir os 20 metros de altura, de ramas abertas,
copa ampla (Figura 4A) e uma polinizacdo do tipo anemdfila, ou seja, pelo vento. Os picos de
polinizacdo ocorrem entre abril e junho embora possam ser encontrados frequentemente fora
do pico da polinizagdo. Esta presenca no ar fora da estacdo polinica pode ser devida a
reflutuacdes do pdlen depositado na propria planta ou noutro tipo de locais perto da origem,

apresentando normalmente com valores mais baixos que durante a estac¢do polinica [2].

Tipo fisiondmico
Epoca de
Floracao

Habitat/ecologia

Nome comum

Mezofanerofito

Abril-Junho

Ornamental

Platano hibrido

B
A C
Espécie Plotonus
hybrido
Familia Betulaceae
Ordem Proteales )
i
Subclasse Ranunculidae i.
Classe | Magnoliopsida 3
Subdivisdao | Angiozpermae
Divisdo | Spermatophyts

Figura 4: A - Representacdo da planta Platanus hybrida; B - Caraterizacdo taxondmica de Platanus
hybrida e C — Distribuigdo por Portugal continental [3].



Neste territério encontra-se distribuido pelas cidades litorais do Norte e Centro (Figura
4C). Na cidade de Evora, embora a planta exista ndo se encontra identificada no mapa da

figura 4 e a sua distribuicdo ndo esta caraterizada.

1.4.4 O polen de Platano e seus alergénios

Podem ser encontradas grandes concentragdes deste tipo polinico em diversos paises mas
apenas é bastante significativo em Espanha, Portugal, Inglaterra, Franga, Suica, Bélgica e Italia
(J. Subiza et al, 1994). Durante a época de polinizagdo sao libertados grandes quantidades de
amentilhos e influorescéncias, aumentando bruscamente de zero grios de pélen por m* de ar a

varias centenas.

O pélen de Platanus hybrida (Figura 5) é do tipo trizonocolpado, apresentando uma forma
circular e eliptica com diametro que varia de 16-18 um e aberturas simples, possuindo colpos

largos e difusos com uma membrana igualmente difusa (Caeiro, 2004).

Célula

vegetativa »

Célula
germinativa

Figura 5: Pdlen de Platanus hybrida. Imagem de microscopia
de varrimento do conteudo polinico. (adaptado de J. Subiza
et al, 1994)

Os alergénios do pdlen de platano estdo classificados de Pla a 1 a Pla a 8 (ver tabela 1)
[1]. De acordo com os dados atuais, apenas duas proteinas alergénicas foram ja associadas a

polinose,aPlaal1eaPlaa?2]l].



“«

A Pla a 1 é considerada como alergénio “ major” e também o principal da espécie
Platanus (Fernandez-Gonzalez et al, 2013). E uma proteina n3o glicolisada com 18 kDa de
massa molecular e apresenta como funcao ser inibidora da invertase [1]. Microscopicamente é
detetada no reticulo endoplasmatico das células dos graos de pdlen, sendo a sua funcao a de
intervir na germinacdo do grao de pdlen e na formagdo do tubo polinico (Suarez-Cervera et, al

2005).

Tabela 1: Alergénios mais relevantes de Platanus hybrida e correspondentes carateristicas [1]

Alergénios Tipo de proteina Massa Molecular Vias de Outras
(MW) exposicao designacgoes
Plaa1 Inibidor da invertase 18 MW Inalagdo a3425 / inibidor da
invertase
Plaa 2 Poligalacturonase 43 MW Inalagdo a573 / proteinas

com CCDs (XF)'/
poligalacturonase

2

Plaa 3 LTP 10 MW Inalagdo 9k-LTP
Plaa 8 Profilina 15 MW Inalagdo Profilina
Pla TLP TP 25 MW Inalagdo Taumatina, TLP

AL

(1) — Proteinas com determinantes de reac¢do cruzada com glucidos (CCD, do inglés “cross-reactive
carbohydrate determinants”)

(2) — LTP - Proteina de transferéncia de lipidos

(3) — TLP — Proteina semelhante a taumatina

Por outro lado, a Pla a 2 é uma glicoproteina com peso molecular de 43 kDa e ponto
isoelétrico de 9.3. E uma poligalacturonase muito abundante em plantas angiospérmicas
(Ibarrola et al, 2004). Tem sido considerada uma causa da elevada percentagem de
sensibilizacdo ao pdélen de Platanus pois possui uma elevada homologia com glicoproteinas de
tipos polinicos ndo relacionados, como por exemplo, Bet v 2 (Betula), Phl p 7 (Phleum) e Par j 1
(Parietaria) (Asturias et al, 2003; Amoresano et al, 2003; Arilla et al, 2006).

N3o é ainda claro o nivel de sensibilizagdo da populagdo a alergénios de platano. Na
bibliografia os valores indicados para individuos sensibilizados ao pdlen de platano, variam

entre 87% e 83% para Pla a 1 e para Pla a 2 respetivamente (Asturias et al, 2002).

1.5 ALERGIA A POLENES — HIPERSENSIBILIDADE TIPO |

As reacOes de Hipersensibilidade do tipo |, também designadas reagdes de

hipersensibilidade imediata, sdo causadas pela libertacdo de mediadores quimicos dos
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mastécitos, e relacionados com a producdo de IgE contra antigénios e posterior ligacao destas
aos mastdcitos em diversos tecidos. E caraterizada por ser uma reagdo rapida que origina
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e contracdo do musculo brénquico e
visceral, seguindo-se uma reacao inflamatéria que ocorre em individuos expostos mais do que
uma vez ao antigénio. Sao também designadas atopias, e os individuos suscetivéis sdao
designados atdpicos. Sao diversos os tipos celulares e os mediadores quimicos envolvidos

numa resposta alérgica.

1.5.1 Células e mediadores quimicos envolvidos numa reagdo de

hipersensibilidade tipo |

1.5.1.1 Células

Existem diversos tipos celulares envolvidos no desenvolvimento das reacdes de

hipersensibilidade tipo |, com fungdes diferenciadas (Tabela 3).

Numa primeira exposicao ao alergénio, as células responsdveis pela apresentagao do
antigénio sdo as células dendriticas (DC) apresentando como fung¢do a captagdo,
processamento do antigénio e a apresentagdo de células T que se diferenciam em células “T-
helper”, segregando maioritariamente 4 tipos de citocinas (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13) (Abbas et al,

2005).

Em consequéncia do aumento de células Th, e segregacao das interleucinas IL-4 e I1L-13
por parte destas, é promovida a divisdo das células B e estimulada a sua diferenciagdo em
células B especificas produtoras de IgE. As células B apresentam como fun¢do generalizada

neutralizar e detetar qualquer tipo de substancias ao organismo (Abbas et al, 2005).

Os mastdcitos e baséfilos, aquando da sua ativacgdo, libertam mediadores quimicos

associados as reacGes do tipo alérgico (ver tabela 2).



Tabela 2: FungGes especificas das células envolvidas numa reagdo de hipersensibilidade tipo | (adaptado

de Abbas et al, 2005 & Kindt et al, 2006).

Componente

celular

Sub-
populacoes

Células
dendriticas

Linfocitos T

Linfocitos B

Basofilos

Ativar a produgdo de
células T para se
diferenciarem em células
“T-helper”.

Segregam 4 tipos de
citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-13. Ativagdo dos
eosinofilos através da
segregacao da citocina IL-
5.

Secregdo de moléculas de
anticorpo

Libertar substancias
farmacologicamente ativas
dos seus granulos
citoplasmaticos que
desempenham um papel
bastante importante numa
reacgdo do tipo alérgico.
Libertagdo de mediadores
quimicos associados a uma
reagdo alérgica.

1.5.1.2 Mediadores quimicos

Origem

Medula dssea,
sofrendo um
processo de
amadureciment
o e libertados
no sangue.

Células
progenitoras da
medula éssea.

Observagoes

Localizadas nas
mucosas

Localizados no
sangue com uma
concentragdo de
aproximadamente
20%.

Localizados no
sangue com uma
concentragdo de
aproximadamente
10%.

Localizados no
sangue com uma
concentragdo de
aproximadamente
1%.

Localizados no
sangue com uma
concentragdo de

aproximadamente 1-

10%.

Sao diversos, e com diferentes fungdes, os mediadores quimicos segregados pelas

diferentes populacées de células do sistema imunitario.

Os principais mediadores quimicos envolvidos numa reacdo alérgica sdo as citocinas,
as aminas vasoativas, as proteases e mediadores lipidicos. Estes mediadores apresentam
fungdes distintas. As citocinas dividem-se em varios tipos e cada um deles apresentam funcdes
especificas numa reacdo do tipo alérgico (Tabela 3). A IL-4 e IL-13 sdo citocinas, segregadas
pelas células Th,, que estimulam as células B a diferenciarem-se em células B especificas
produtoras de IgE especifica para aquele antigénio, enquanto que a IL-5 ativa os eosindfilos.

Sdo ambas segregadas pelas células Th, (ver tabela 3) (Abbas et al, 2005).

A histamina é uma das aminas vasoativas formada pela descarboxilacio do

aminoacido, histidina, e é considerado o maior componente dos granulos dos mastdcitos. Tem

10



como funcdo causar a dilatagdo de pequenos vasos sanguineos, aumentar a permeabilidade
vascular e estimular a contracdo temporaria do musculo liso (ver tabela 3) (Abbas et al, 2005 &

Kindt et al, 2004).

As protéases, como é o caso da triptase, para além de poderem causar lesGes nos

tecidos locais, também sdo responsaveis pela remodulacédo do tecido (ver tabela 3).

Os mediadores lipidicos regulam a resposta imunitaria atuando como adjuvantes, e

recrutam células efetoras (ver tabela 3) (Abbas et al, 2005).

Tabela 3: Mediadores quimicos envolvidos numa reagdo alérgica (adaptado de Abbas et al, 2005).

Estimulam os linfécitos B especificos para o
antigénio a transformar-se em células
produtoras de IgE.

IL-5 Ativagdo dos eosindfilos.

Citocinas

Estimulam os linfécitos B especificos para o

antigénio a diferenciarem-se em células
IL-13 produtoras de IgE;

Estimulam as células epiteliais das vias

respiratérias para a produgdo de muco e

desenvolvimento de outros sintomas

associados.

Danificagdo dos tecidos e remodulagdo do
Proteases Triptase tecido.

Causa a dilatagdo de pequenos vasos

sanguineos;

Aminas vasoativas Histamina Aumenta a permeabilidade vascular;
Estimula a contragdo tempordria do musculo
liso.

Regulam a resposta imune nas infegdes e
Mediadores lipidicos Leucotrienos outras patologias.

1.5.2 Mecanismos de resposta alérgica

O processo de resposta alérgica é composto por diversos mecanismos que se
desenvolvem em duas fases importantes:

e Fase de sensibilizagdao: quando ocorre a primeira exposi¢do ao alergénio.

e Fase efetora ou resposta imediata: em exposi¢cdes subsequentes ao alergénio.
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1.5.2.1 Fase de sensibilizacao

Ocorre quando o individuo é exposto primariamente ao alergénio e envolve diversos
tipos celulares do sistema imunitario resultando na producdo de anticorpos IgE e sua ligacdo
aos recetores Fc dos mastdcitos. E a primeira fase na reacdo de hipersensibilidade tipo | (Abbas

et al, 2012).

Ao primeiro contacto com o antigénio sdo desencadeados diversos mecanismos
celulares (Figura 6). O antigénio comeca por ser fagocitado pelas células dendriticas (DC)
aquando do contacto do alergénio com as mucosas. As células dendriticas passam de fase
imatura para fase madura migrando até ao 6rgao linfoide secundario para proceder a
apresentacdo antigénica. Numa fase inicial é uma célula caracteristicamente fagocitica e
posteriormente, no drgdo linfoide deixa de o ser fazendo a apresentagdo antigénica no centro
germinativo dos linfocitos T e B, ativando as células T a diferenciarem-se em células “T-helper”.
As células “T-helper” formadas, vao evoluir no sentido de células Th,. As células Th, segregam
as citocinas IL-4 e IL-13 que vao estimular os linfécitos B especificos a diferenciarem-se em
células B secretoras de IgE. A IgE produzida é segregada pelos linfocitos B especificos e vai
ligar-se ao recetor de alta afinidade, FceRl doa mastdcitos, os quais vao ficar revestidos de IgE
especifica tornando-os sensiveis a ativacdo pela exposicdao subsequente ao alergénio. Os
mastdcitos dizem-se, assim, sensibilizados ao alergénio. Esta constituiu a etapa final da fase de

sensibilizacdo (Abbas et al, 2005).
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Figura 6: Sequéncia de mecanismos envolvidos na fase de sensibilizagdo de uma reagdo de

hipersensibilidade tipo | (adaptado de Abbas et al, 2012). Alergéno em portugués significa alergénio.

1.5.2.2 Fase efetora

Ocorre quando o individuo é exposto sucessivamente ao antigénio. E desencadeada a
libertagdo de mediadores quimicos que ddo origem aos sintomas associados, como é o caso,
de histamina e de citocinas. A esta componente inflamatéria da-se o nome de reagdo de fase

tardia (Abbas et al, 2012).

Quando existe a exposicdo repetida ao alergéneo (Figura 7), este ird ligar-se a IgE
especificas associadas aos recetores de alta afinidade FcERI dos mastdcitos desencadeando o
processo de desgranulagdo dos mesmos. O complexo alergénio - IgE induz automaticamente a
fosforilagdo de residuos de tirosina. Esta condi¢do vai levar a libertagdo do conteldo dos
granulos (desgranulagdo), a sintese de mediadores lipidicos e a libertagdo de aminas

vasoativas numa fase imediata.

As citocinas, mais especificamente a interleucina IL-13, sdo apenas libertadas 2-4horas
apds a exposicdo, tendo como fungdo a estimulacdo das células epiteliais das vias respiratdrias
para a criacdo de muco e de outra sintomatologia associada a uma reacdo do tipo alérgico

(Abbas et al, 2012).
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Figura 7: Sequéncia de mecanismo envolvidos na fase efetora de uma reacdo de hipersensibilidade tipo |
(adaptado de Abbas et al, 2012)

1.5.3 Os Anticorpos ou imunoglobulinas: estrutura e fungoes

Os anticorpos sdo glicoproteinas formadas por cadeias polipeptidicas, agrupadas uma
a uma ou por varias unidades estruturais idénticas entre si. Estdo presentes no soro e nos
fluidos dos tecidos de todos os mamiferos e apresentam como carateristicas principais a
diversidade, especificidade e variabilidade perante toda a classe de antigénios. O seu nome

comum é imunoglobulina, representada pela sigla Ig.

Existem 5 classes de anticorpos humanos distintos entre si e cada uma apresenta
diferentes fungdes, desencadeando diferentes formas de resposta a uma substancia invasora
(Abbas et al, 2005). Sado divididas em classes (IgA, IgE, 1gG, I1gM, 1gD) e em sub-classes com base
nas diferengas estruturais da regido C da cadeia pesada em que apenas s6 duas classes de
imunoglobulinas possuem isétipos, a IgA (IgAl e I1gA2) e a 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4). Existe
independéncia entre as classes de imunoglobulinas, ou seja, a produ¢do de uma classe ndo
significa a producdo de outra. Apresentam heterogeneidade (Sanchez, 2012). As propriedades

de cada um dos anticorpos referenciados estao representadas na tabela 4.
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Tabela 4: Propriedades das Imunoglobulinas (adaptado de Schroeder et al, 2010; Hamilton, 2010)

Nome Fungdo Peso Soro (%) Sub-classes Estrutura Predominante
molecular

IgA Protegdo do Dimero de Secregoes
organismo contra - 15% IgAl e IgA2 IgA mucosas, saliva
invasoes virais e secretora e brénquios
bacterianas.

1gG Gera quimiotaxia
dos neutrdfilos e 1gG1;
aumenta a 146,000 75% 1gG2;lgG3 e  Monomérica Intra (IgG2 e
permeabilidade 1gG4 1gG3) e extra-
vascular, celular (IgGle
amplificando a 1gG4)
resposta
inflamatdria.

IgE Unido aos antigénios
desencadeando uma Membranas dos
reagdo alérgica com - <0,01% - Monomérica  bastdcitos e
a libertacdo de mastaocitos
mediadores
quimicos.

IgM Protegao contra
antigénios do tipo Pentamérica  Intravascular
infecciosos como 970,000 10% -

bactérias e virus
durante a infegdo

ativa.

IgD Diferenciagdo dos Monomérica Membranas dos
linfécitos <0,5% linfécitos B
desencadeada pelos - -
antigénios.

Cada molécula de anticorpo é constituida por duas cadeias pesadas com massa
molecular individual entre 50-70 kDa e duas cadeias leves com massa molecular de 25 kDa
cada uma (Figura 8). As cadeias anteriormente referidas sdo ligadas entre si por pontes
dissulfureto e apresentam na sua constitui¢cdo regiGes amino-terminais variaveis (V) e regioes
carboxi-terminais constantes (C) (Figura 8). As regides varidveis, também designadas por
pardtopo, determinam a especificidade de cada antigénio. Estas regides sao constituidas por
trés curtos segmentos localizadas na regido V da cadeia pesada e trés curtos segmentos
localizados na regido da cadeia leve, que sdo designados por segmentos hipervariaveis (Figura
8). Numa molécula de anticorpo as trés regiGes hipervaridveis, ou também designadas
determinantes de complementariedade (CDR) constituem o local de ligacdo do antigénio
(Abbas et al, 2005). As outras regides que compdem estas moléculas, designadas por fracdo
constante (Fc) permitem distinguir os diferentes tipos de Ig. As regiGes Fc interagem com os
recetores especificos existentes nos diferentes tipos celulares do sistema imunitario, sendo

responsaveis pela resposta imunitaria associada.
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Regides amino-
terminais varidveis

(V)

Cadeias Leves

Regides carboxi-
terminais constantes

(€)

Cadeias Pesadas

Pontes de dissulfureto

Figura 8: Esquema da molécula de anticorpo (Adaptado de R.Kaser et, 2007)

No caso de reacgdes de hipersensibilidade tipo |, e com a exibicdo de sintomatologia

alérgica, a imunoglobulina responsavel pela defesa do organismo é a IgE (Abbas et al, 2005).

1.5.4 Reconhecimento antigénio-anticorpo e reagdo cruzada

A formacdo do complexo antigénio-anticorpo envolve uma ligacdo de elevada
especificidade ou seletividade. A associa¢do antigénio-anticorpo envolve varias interacées ndo-
covalentes entre o determinante antigénico, ou seja, o epitopo, e a regido variavel do
anticorpo (particularmente nas regides hipervaridveis e o dominio de complementariedade
(CDR)). Sao diversas as forcas envolvidas na ligacdo de antigénio-anticorpo, nomeadamente
pontes de hidrogénio, interagGes idnicas, interagdes hidrofdbicas e for¢cas de Van der Walls
(Kind et al, 2006). Para além disso, a afinidade que cada molécula de anticorpo apresenta
perante cada molécula de antigénio sé é definida a partir da constante de dissocia¢do (Kd) cujo
valor é inversamente proporcional a afinidade entre estas duas moléculas. O Kd apresenta
habitualmente valores baixos, pelo que a formag¢do do complexo ocorre a baixas

concentracdes, da ordem dos nM (Abbas et al, 2005).

A reatividade cruzada (Figura 9) consiste num processo que ocorre quando um
anticorpo produzido para um determinado antigénio é capaz de reconhecer outro para o qual
ndo foi especificamente formado. E um processo que ocorre quando existe uma analogia entre

as estruturas primarias e/ou terciarias dos alergénios, permitindo assim um reconhecimento
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por parte do anticorpo, e é mais frequente quando o grau de analogia é superior a 80 (Bohle et

al, 2006).

Reagbes cruzadas

/'—’_‘—‘--\.\ —— _‘-x\
. Ac £ Ac Y Ac N
( anti-A [ anti-A [ anti-A \
\ \ /
oL // N // N J/
Agh AgB
Epitopo compartilhado Epitopo semelhante

Figura 9: Mecanismo de reatividade cruzada. Representacdo dos
diferentes antigénios (AgA, AgB e AgC) a ligar-se 4 forma especifica
do anticorpo.

A reatividade cruzada ocorrida entre diferentes espécies deve-se ao facto de o nimero
de familias de proteinas alergénicas ser relativamente baixo, o que potencia o reconhecimento
cruzado induzido pela presenca de epitopos comuns. Este reconhecimento pode ser
conformacional ou sequencial dependendo da constituicdo dos epitopos apresentados pelas
células APC aquando da fase de sensibilizagdo, na medida em que o epitopo antigénico que se
liga ao TCR pressupGe que a proteina é previamente processada (Kindt&Osborne&Goldsby et
al, 2004). Em resultado disto, é espectdvel que seja reconhecido pela mesma IgE-especifica

possibilitando a ocorréncia de sintomatologia alérgica (Singh et al, 2012).

S3do diversos os estudos publicados que apontam para reatividade cruzada entre
espécies. No que diz respeito a reacdo alérgica a platano, alguns estudos realizados numa
populacdo de Espanha, observaram a ocorréncia de reatividade cruzada devido a uma proteina

alergénica Pla a 1 (Pazouki et al, 2009).

Assim, a determinagdo do perfil alergolégico das diferentes espécies e o
esclarecimento de reatividade cruzada podem contribuir para a compreensdo da
sintomatologia alérgica, revestindo-se de grande relevancia para o controlo da doenca e a

produgdo do bem-estar da populacgdo.
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1.6 METODOLOGIAS UTILIZADAS NO ESTUDO DA SENSIBILIZACAO E DOS DOS PERFIS
ALERGOLOGICOS

Para o estudo do perfil alergolégico dos extratos é necessario recorrer a técnicas que
permitam determinar a existéncia de IgE especificas, quantitativamente ou qualitativamente,
gue reconhecam componentes do extrato, ou seja, o estudo da sensibilizacdo da populacado a

espécie em estudo.

Existem diversas metodologias disponiveis para este fim e que podem envolver ou ndo a

separacado de proteinas do extrato recorrendo a técnicas eletroforéticas.

1.6.1 Testes cutaneos por picada ou “PRICK”

E uma técnica amplamente utilizada para avaliar a sensibilizagdo mediada por IgE-
especifica em individuos atépicos. E um método seguro, pouco invasivo e relativamente
indolor, que consiste na aplicacdo sobre a pele, de uma gota dos diferentes extratos
alergénicos, seguida de picada que promove a penetragdo dérmica de modo a avaliar a papula
edematosa resultante da libertacdo de mediadores de inflamagdo consequentemente a ligacdo
de IgE especifica aos alergénios. A dimensdo da papula permitird inferir sobre a intensidade da

reagdo alérgica (Pesonen et al, 2015).

1.6.2 Quantificagdo de IgE por “ELISA SANDWICHE” (PRIST — Paper Radio
Immuno Sorbent Test)

E uma técnica imunoldgica baseada no ELISA “sandwiche” para quantificacdo de IgE
total no soro. Em primeiro lugar é necessario obter anticorpos anti-IgE unidos de forma
covalente entre si a um disco de membrana com a IgE total do soro utilizado no estudo.
Posteriormente é adicionado uma quantidade fixa de anticorpos anti-IgE marcados, em
momento prévio, que formam complexos com as moléculas de IgE que estdo unidos na
membrana. Apds o periodo de incubagdo, é medido a radioatividade do complexo (anti-IgE- IgE
marcada — anti-IgE — disco de membrana) a partir de um contador gama. A atividade de ligacdo
do complexo é diretamente proporcional a concentracdo de anticorpos IgE presentes na

amostra (Sanchez, 2012).
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1.6.3. RAST (radioallergosorbent test) para determinagao de IgE - especifica

Método imunolégico utilizado para quantificar os niveis de IgE especifica contra um
alergénio. Consiste em alergénios ligados covalentemente a um disco de membrana, fazendo
reagir com os anticorpos do soro do individuo, seguidamente a IgE é detetada. Os anticorpos
de anti-IgE marcados unem-se com a IgE formando um complexo (anti-IgE-IgE especifica
marcada-alérgenio-disco de membrana). De forma indireta, pode-se fazer uma estimativa
entre a concentracdo de antigénio em uma amostra, quando aplicado num disco de membrana
com concentracdo de anticorpos IgE-especificos conhecida (Agarwal et al, 1981; Jensen et al,

1989; Spieksma et al, 1990).

1.6.4 Immunocap ISAC

Imunoensaio monitorizado que permite a medicdo em simultaneo de IgE e IgG para
componentes alergénicos diferentes, utilizando apenas uma pequena concentragdo de soro ou
plasma. E uma técnica de diagnéstico extremamente avancada que permite revelar o perfil de
anticorpos IgE do doente. E o fruto da combinag¢do de um microchip com investigacdo pioneira
em alergologia molecular. E o Unico teste in vitro que permite a medi¢do de anticorpos IgE de
um painel fixo de 112 componentes oriundos de 51 fontes alergénicas distintas, usando

apenas 30 pul de soro ou plasma (thermoscientific.com).

1.6.5 Immunoblot

Método imunoldgico descrito pela primeira vez em 1979 consistindo em identificar
proteinas especificas numa mistura complexa de uma amostra. E precedido da realizacdo de
uma eletrofrese de focalizacdo isoeletrica (IEF), eletroforese de SDS-PAGE ou eletroforese 2D.
A eletroforese é uma técnica que permite a migracdo de compostos pertencentes a uma
amostra que apresentam carga elétrica quando submetidos a um campo elétrico. As
eletroforeses referidas atras sdo especificas e distintas entre si. Enquanto que a eletrofrese de
focalizacdo isoelétrica permite separar proteinas na conformacdo nativa de acordo com o seu
ponto isoelétrico (pl) num gradiente de pH estavel em gel de agarose ou policrilamida, a SDS-

PAGE permite separar proteinas desnaturadas de acordo com o seu peso molecular. A
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electroforese 2D combina estes dois tipos ja referidos. As proteinas resultantes das
eletroforeses sdo transferidas para uma membrana de PVDF, nitrocelulose ou nylon através
dum processo de eletrotransferéncia ou por capilaridade. A membrana constitui uma matriz

estavel onde as proteinas podem ser imunodetetadas (Jin & Kennedy et 2015).
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2. OBJECTIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo geral a caracterizacao do perfil alergolégico do

polén de Platanus Hybrida, espécie abundante da cidade de Evora.

2.1.1 Objetivos especificos

Procurou-se entdo:

1) Caraterizar a distribuicdo de Platanus hybrida na cidade de Evora como potencial

indicador da exposicdo da populagao;

2) Preparar um extrato aquoso rico em proteinas sollveis, para tal recorreu-se a colheita

do pdlen, a extracdo do mesmo com tampao aquoso;

3) Caracterizar o perfil proteico do polén de Platanus Hybrida, recorrendo a métodos

eletroforéticos, IEF e SDS-PAGE;

4) Averiguar a existéncia de individuos com sensibilizagdo ao pdlen de Platanus hybrida

recorrendo a uma técnica de “RAST modificado”;

5) Analisar a eventual ocorréncia de reatividade cruzada com gramineas recorrendo a

técnica “RAST modificado” apds inibigdo dos soros com extrato de Dactylis glomerata;

6) Identificar bandas imunorreativas apds separacdo eletroforética, IEF e SDS-PAGE.
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3. PROBLEMATICA

A prevaléncia de alergia tem vindo a aumentar em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Estima-se que cerca de 20% da populacdo mundial sofre de doencas
alérgicas mediadas por Ig, havendo varios estudos que apontam a elevada exposicao a
alergénios como um fator decisivo no desenvolvimento das doencas alérgicas em individuos
propensos. Os pdlenes constituem a segunda maior causa de alergias respiratérias. A polinose,
também designada alergia respiratdria causada por pdlen, é uma doenca alérgica que afeta
25% dos individuos alérgicos (Varela et al, 1997). No Alentejo, as gramineas e a oliveira tém
sido consideradas as espécies mais relevantes do ponto de vista alergolégico, quer pela
abundancia quer pela alergenicidade do seu pdlen (Todo-Bom et, al 2006). Todavia tem-se
observado um desajuste dos sintomas de polinose face a época de polinizacdo destas espécies,
sugerindo que outras espécies da regido, ndo caracterizadas até agora, poderdo estar a
contribuir para a ocorréncia deste tipo de doenca alérgica. A espécie Platanus hybrida é uma
arvore muito utilizada para fins ornamentais e consequentemente, abundante em parques e
ruas das cidades, sendo a exposicao da populacdo a este pélen elevada nestes locais (o pdlen
de platano é o 42 tipo polinico mais abundante na cidade de Evora representando 14% do
polen de arvores e cerca de 8% do total, logo a seguir a oliveira durante a fase de polinizagao
compreendida entre os meses de Margo e Abril (Caeiro et, 2014)). Embora o platano ndo seja
classificado no grupo de plantas mais alergénicas, a elevada exposi¢cdo a este tipo polinico
podera ser responsavel pela indugdo de polinose (Varela et al, 1997). De facto, embora o perfil
alergénico deste pédlen esteja ainda pouco caracterizado, estdo ja identificados alguns
alergénios, de Pla a 1 a Pla a 8 ([1]; Pazouki et al, 2009; Fernandez-Gonzalez et al, 2013). Para
além de estar ainda pouco caracterizado do ponto de vista do conteldo em alergénios,
desconhece-se também quer a prevaléncia da sensibilizacdo da populacdo quer da sua

repercussao na doenca alérgica respiratdria.

Assim os objetivos deste trabalho sdo a caracterizacao do perfil em alergénios do
pélen de Platanus hybrida, espécie caracteristica da cidade de Evora, e avaliar a prevaléncia da
sensibilizacdo a este tipo polinico bem como a sua relevancia para a polinose na populagado

alérgica de Evora.
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4. METODOLOGIA
4.1 Procedimento experimental

4.1.1 Colheita do pdlen

A colheita do pdlen de Platanus hybrida foi efetuada entre os meses de (Abril-Junho) de
2015. As estruturas que possuiam as anteras foram recolhidas diretamente da arvore através de
utensilios de corte e inserida num envelope. De seguida, colocou-se o envelope no exsicador
(recipiente de vidro selado de forma hermética contendo um material dessecante formado por
cristais de silica) a fim de reduzir a humidade do material, permitindo a secagem e evitando a
criacdo de fungos. Esperou-se mais ou menos duas semanas para que todas as anteras secassem e
libertassem o pdlen. Posteriormente a esta etapa, o pdlen libertado foi recolhido em micro tubos
previamente pesados. O pdlen de Dactylis glomerata foi obtido comercialmente da firma

Allergon AB, Suécia.

4.1.2 Extragao do contetdo proteico polinico

As amostras de Platanus hybrida (0,05g) e Dactylis glomerata (0,05g) foram introduzidas dentro
de tubos de falcon. De seguida, iniciou-se o processo de extracdo proteica adicionando a cada
amostra de pdlen 10 ml de tampdo de extracdo de bicarbonato de amdnio (8g de NH,HCO3; 700
puL de NH, para 1 L H,0), que ocorre durante 4h, com agitacdo rotativa a 60 rpm e mantendo as
amostras protegidas da luz. Passadas as 4h, centrifugou-se a 15000g durante 10 minutos e de
seguida recolheram-se os sobrenadantes em dois tubos de falcon devidamente identificados. Os
sedimentos foram posteriormente macerados a seco em almofariz, para desfazer os graos de
polen que ainda pudessem eventualmente estar integros. Arrstaram-se entdo os macerados
novamente para os tubos de falcon originais, e adicinou-se mais 10ml| de tampao de extragdo,
adicionados por duas vezes, para permitir efetuar a lavagem do almofariz. Esta segunda extracdo
decorreu durante 2h, em condi¢des de rotagao e isolamento da luz semelhante a primeira.
Seguiu-se nova centrifugacdo a 15000g 10 minutos. Os sobrenadantes foram adicionados aos
anteriores para posterior liofilizagdo. Os sedimentos foram descartados. Os sobrenandantes
foram entdo preparados para a liofilizacdo. Para isso cada um deles foi aliquotado em volumes de
2ml, que se guardaram em tubos de falcon de 10 ml previamente pesados. Em seguida, sdo
reservados em ultra-congeladora (-802C) até haver disponibilidade para fazer a liofilizacdo, que

ocorreu no laboratério de Nutricido do ICAAM (Herdade da Mitra, Universidade de Evora). A
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liofilizacdo é uma técnica que permite a processo de secagem que consiste na remocdo de agua
por sublimacdo. Neste caso, os constituintes dos tampdes de extracao volatilizam no processo de
liofilizacdo (libertando-se CO, e NH;), obtendo-se um sedimento sélido constituido pelos
compostos extraidos do pdlen. A temperatura ambiente, pesaram-se os tubos dos liofilizados e,

por subtracdo do peso do tubo vazio, obteve-se a massa de extrato de cada tubo.

4.1.3 AQuantificacdao da proteina total — Método de Bradford

A quantificacdo da proteina foi realizada a partir do método de Bradford. Baseia-se na
adsorc¢do do corante comassie-brilliant blue a proteina. Construiu-se a curva de calibracdo com os
padrdes de BSA entre as concentragdes 7,5 pg/mL e 250 pg/mL. As amostras foram diluidas em
agua, seguindo os fatores de diluicdo (10x, 20x e 40x). o branco de ensaio realizou-se com agua
destilada. As amostras, os padrdes e o branco foram aplicados numa micro placa, em triplicado, 10
pL de cada. Adicionou-se 200 L de reagente de Bradford. A reacdo decorre em 5 minutos, tempo
apos o qual pode ser feita a leitura de absorvancia num aparelho de leitura de micro placas a

630nm ou 590nm a temperatura ambiente.

Curva de calibracao
0,450
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0,300
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' &
0,000 %

-0,050 100 200 300

Figura 10: Curva de calibragdo obtida através do método de Bradford, utilizando padrées de BSA

4.1.4 Estudo do perfil proteico polinico por eletroforese de focalizagao
isoelétrica

A eletrofrese de focalizagdo isoelétrica (IEF) é uma técnica separativa que permite a

separacdo de proteinas com base no seu pl.

Seguiu-se o procedimento experimental descrito no catalogo do equipamento - Model 111
Mini IEF Cell da BioRad, contém dois elétrodos de grafite a uma distancia de 5 cm um do outro.

Estes elétrodos podem remover-se do local do aparelho para possivel lavagem ou humidificagdo.

23



A tensdo aplicada é de 450 volts, suficiente para a criacdo de bandas com boa separa¢do e com
aspeto nitido para posterior andlise (IEF standards Instruction Manueal Catalog Number 161-
0310, 2000). Inicialmente preparou-se a pelicula que servira de suporte ao gel, identificando a
face hidréfobica da pelicula. Nesta face sdo colocadas algumas gotas de dgua e, de seguida, nessa
mesma superficie, justapds-se um vidro de superficie equivalente. A dgua em excesso foi expelida,
funcionando a que ficou retida entre as duas superficies como “ cola”. Este vidro dd mais
estrutura a pelicula durante todo o processo, desde a preparacdo do gel a eletroforese
propriamente dita. O conjunto foi entdo colocado num suporte para preparacdo do gel, com
pelicula virada para baixo. Preparou-se a solucdo base de polimerizacdo com a seguinte

constituigdo:

e 2,75ml de agua destilada;

e 1,5ml de concentrado de mondmeros;
e 1ml de Glicerol;

e 0,25ml de anfdlitos.

Catalisadores:

e 15 uL de Persulfato de Amadnio (0,020g para 200 pL de H20);
e 5yl deTEMED;

e 25 ulL de Riboflavina.

Num tubo de 15 ml adicionaram-se todas as solu¢des anteriores de modo rapido, para evitar
que a polimerizagdo se inicie de imediato. Pipetou-se esta solu¢do até encher todo o espago entre
a pelicula e o suporte. Como este gel é foto-polimerizado, colocou-se o suporte sob radiacdo

ultravioleta (ver equipamento na figura 11) cerca de 1h.
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De seguida retirou-se o gel do suporte, virando-o e esperando mais ou menos 5 a 10 minutos
a temperatura ambiente, sob a mesma fonte de radiacdo para garantir que ndo ficavam
mondmeros ndo polimerizados. De seguida, depois de observarmos o gel formado, efetuou-se a
adicdo de 1 plL de padrdo (GE Healthcare, 2013) e 2 uL de amostra do extrato do pdlen, no molde
préprio pertencente ao equipamento, esperando 5 minutos para absorcao pelo gel. Posterior a
esta etapa, coloca-se o gel no equipamento de corrida, humedecendo previamente os elétrodos
de grafite, para manter o local humido e evitar que o gel seque, e coloca-se o gel sobre os
elétrodos (isto &, inverte-se sobre os elétrodos, ficando virada para o operador a placa de vidro.
Fecha-se entdo o equipamento de corrida (ver figura 10), e efetua-se a corrida eletroforética

durante 1h30min, a temperatura ambiente, com as seguintes carateristicas:

e 100V -15 minutos;
e 200V - 15 minutos;

e 450V - 1h.

Figura 12: Equipamento de corrida eletroforética IEF utilizado.

Depois de terminada a corrida eletroforética, desligou-se a fonte de alimentagao retira-se
o gel (que se mantera sempre justaposto a pelicula). O vidro pode ser retirado nesta fase. Este gel
pode ser revelado, para identificacdo do perfil proteico, ou transferido para uma membrana, para
posterior estudo imunolégico. Para ser revelado, o gel é colocado numa solugdo fixadora (30% de
metanol; 5% TCA; 3,5% 4cido sulfossalicilico) durante 15 minutos e seguidamente coloca-se
durante 2 horas no corante, sobre agitacdo. Passado esse tempo, retirou-se o gel do corante e

colocou-se overnight no descorante | (28% etanol; 14% acido acético glacial; 0,5% sulfato de cobre
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I1). No dia seguinte, colocou-se o gel no descorante Il (25% etanol; 7% acido acético) até se obter
uma boa definicao das bandas. Assim que isso acontece, o gel é retirado da solucdo e deixado ao

ar, secando aderente a pelicula.

Figura 13: Gel-Doc system e software (Bio-Rad).

O passo seguinte foi a observacao do gel sob luz branca, o que ocorreu no equipamento
Gel-Doc system (ver figura 13), identificando-se as bandas do padrdo e das amostras aplicadas, e
procedendo-se ao calculo do pl das amostras, com base nas bandas do padrdo, cujo pl é

conhecido (ver tabela 6), construindo-se uma curva de calibracgdo (pl versus distancia percorrida).

Tabela 5: Valores de pl do padrao da Bio-rad referente a eletroforese de focagem isoelétrica.

Padrdo pl
citC 9,6
Lentil Lectin -1 8,2
Lentil Lectin -2 8
Lentil Lectin -3 7,8
Hemog. C 7,5
Hemogl. A 7,1
Equine myogl 7
Equine myogl minor 6,8
Human CA 6,5
Bov. CA 6
beta-Lactoglob 51
Phycocyanin 4,75
Phycocyanin 4,65
Phycocyanin 4,45
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Para se proceder a transferéncia para a membrana, o gel é retirado do suporte do

aparelho eletroforético. Posteriormente, coloca-se a membrana PVDF previamente ativada em

metanol durante 5 segundos e em agua durante 1 minuto, em cima do gel sem formar bolhas de

ar, de seguida coloca-se em cima da membrana 3 folhas de papel aderente e 3 folhas de papel de

filtro cobrindo com um vidro e colocando um peso para que tudo o que tiver no gel passar para a

membrana e aguarda-se 40 minutos. Findo este tempo, retira-se a membrana e pode iniciar-se a

imunomarcacao. Este procedimento esta descrito um pouco mais a frente no subcapitulo 4.1.6.3.

4.1.5 Estudo do perfil proteico polinico por eletroforese de gel policrilamida

SDS-PAGE

A eletroforese em gel policrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) é uma técnica separativa

gue permite a separac¢do de proteinas com base na sua massa molecular.

Inicialmente procedeu-se a montagem do sistema de suporte dos géis. Serd primariamente

preparado um gel de resolucdo e, apds a polimerizacdo deste, um gel de concentracdo. As

constituigdes sao as seguintes:

v" 0 gel de resolugio (7,5 %) é assim composto:

3,1mL H20;

2,5mL Tris-Chl (1,5M) com pH de 8,8;
100 pL de SDS (10%);

4,3mL Bis/Acrilamida (30%);

75 uL de APS (10%);

10 pL de TEMED.

v" 0 gel de concentragdo a (4%) é composto:

3,05mL de H20;

1,25mL Tris-Chl (0,5M);

50 uL de SDS (10%);

0,65mL Bis/Acrilamida (30%);
75 pL de APS;

5 plL de TEMED.
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Aplicou-se a solucdo para o gel de resolugdo entre os dois vidros, colocando-se dagua
cuidadosamente na superficie para reduzir o contato do gel com o oxigénio atmosférico (que
pode inibir a polimerizacao) e ainda contribuir para um topo do gel linear. A polimerizacdo do gel
de resolucdo demora cerca de 45 minutos. Depois de polimerizado, retirou-se a dgua e aplicou-se
a solucdo para o gel de concentracdo, introduzindo entre os vidros do suporte um pente que
permite a formacdo dos pocos das amostras, deixando novamente polimerizar durante um
periodo de tempo de 45 minutos a 1h. Neste intervalo de tempo, prepararam-se as amostras
adicionando tampdo da amostra (Tris — HCI 300 mM, pH 6,8; SDS 12%; Glicerol 30%; Azul de
bromofenol 0,06% ditiotritol 600mM) que contribuiu para a desnaturacdo proteica (pela presenca
de SDS) e leva a quebra das ligacGes persulfureto (pela presenca de uma agente redutor, o
ditiotreitol) aquecendo-as a 95 2 C num banho seco durante 5 minutos, o que contribui para
desnaturacdo térmica das proteinas. Apds a polimerizacdo do gel de concentragdo, o gel foi
colocado na tina eletroforética. O reservatdrio interno e o externo foram cheios com tampao de
corrida (Tris-HCL 125 mM, pH8,3; Glicina 0,96%; SDS 0,5%) seguindo-se a aplicagdo do padrao
(SDS-PAGE Standards Instruction Manual Catalog) (5uL) e das amostras (20 pL) no gel (ver figura

12). Posteriormente a esta etapa ligou-se a fonte de corrente a 140V; 60 mA e 15 W.

Figura 14: Suporte do aparelho de corrida
eletroforética SDS-page.

Depois da corrida eletroforética terminada, retirou-se o tampao de corrida do suporte e
retiram.se os géis. Os géis podem ser revelados, para analise do perfil proteico, ou as proteinas
nele separadas transferidas para uma membrana. Para revelar os géis, colocam-se numa solu¢do
corante (MeOH 45%; acido acético 10%; Coomassie 0,5%) sobre agitacdo durante 2h. Passado

este tempo, colocou-se numa solucdo descorante (MeOH 30%; acido acético 10%) deixando pelo
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menos 24h sobre agitacdo. O Ultimo passo é a revelagdo no aparelho de luz branca, com a
identificacdo das bandas correspondentes e a medicdo da distdncia das bandas ao topo do gel

com o auxilio do aparelho Gel-Doc system e software (Bio-Rad) representado na figura 13.

Para transferir as proteinas do gel para uma membrana, com o objetivo de fazer a sua
imuno-marcacao, realiza-se um procedimento designado Western-blotting, que descreveremos

mais a frente.

4.1.6 DETERMINAGAO DO PERFIL ALERGOLOGICO DO POLEN DE PLATANUS HYBRIDA E
DACTYLIS GLOMERATA

4.1.6.1 Estudo da sensibilizagdo (detegao de soros positivos) ao pdlen de
Platanus hybrida e Dactylis glomerata e determinag¢ado da ocorréncia de
reatividade cruzada com extrato de D.glomerata (RAST adaptado)

Neste trabalho foi desenvolvido um método, considerado um teste de “RAST adaptado” que
permite uma rdpida avaliacdo da sensibilizacdo de individuos ao extrato total polinico. Neste
método de “RAST adaptado”, sdo cortados discos de membrana de difluoreto de polivinilideno
(PVDF) com didmetro suficiente para cobrir o fundo do poco de micro placa de 96 pogos (20 mm?
de drea), onde sdo colocados. Todo o teste é realizado nessa micro placa. Apés o bloqueio com
BSA (TBS-T com 1% de BSA) o extrato polinico é aplicado diretamente nesses discos. Foi realizado
em apenas um Unico ensaio, o teste de sensibilizacdo a Platanus hybrida e Dactylis glomerata (em
soros que apresentavam polinose) e determinagdo da ocorréncia de reatividade cruzada com o
extrato de Dactylis glomerata. Ambos os testes foram realizados com o mesmo procedimento
experimental. Aplicaram-se soros diluidos de pacientes de polinose (designados “soros ndo
inibidos”) e soros previamente incubados com extrato de D.glomerata (designados “soros
inibidos”, por se considerar que IgE com afinidade para alergénios de D. glomerata ficam ligados a
estes e ja ndo estardo disponiveis para outras ligacdes menos especificas). Posteriormente e por
ultimo, aplica-se anticorpo secundario anti-IgE humana, marcado com uma enzima, a fosfatase
alcalina [7]. Entre cada mudanca de reagente, sdo realizadas lavagens sucessivas, a semelhanca de
outras técnicas de imunomarcagdo, com TBS-T (Tris-HCL; NaCL; Tween-20 (0,1%) pH 7,6). A
revelacdo da reatividade positiva é feita aplicando um substrato desse enzima, neste caso o
reagente fluorescente ECF Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare). A fluorescéncia
de toda a placa é observada simultaneamente por capta¢do de imagem no Bio-rad Gel-doc, sob

radiacdo fluorescente.
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Aplicam-se seguidamente soros de pacientes e soros de pacientes previamente inibidos com

extrato de Dactylis glomerata (10 uL).

Figura 15: Exemplo de uma micro placa utilizada para a dete¢do imunoldgica na sensibilizagdo ao pélen.

O software deste equipamento (Quantity-One) permite ainda fazer a comparagdo da

intensidade de fluorescéncia de cada pogo.

O método desenvolvido, além da simplicidade, permite comparar diversas situagdes num
Unico ensaio, tendo também sido utilizado para otimizagao das concentragGes ideais de anticorpo

primario (soros) e de anticorpo secundario.

Durante os estudos de otimizacdo, testaram-se as diluicGes de anticorpo primario (soros
de pacientes) 1:50, 1:100 e 1:200 e as diluicbes de anticorpo secundario 1:1000, 1:3000, 1:6000,
1:10000, 1:12000, 1:15000 e 1:24000. Depois de varios procedimentos efetuados determinaram-
se as condicOes ideais de ambos os anticorpos. No que diz respeito ao anticorpo primario a
diluicdo mais adequada é de 1:100 e em relacdo ao secundario é de 1:12000. O passo seguinte foi
o estudo da imunoreatividade dos soros, a ambas as espécies, de pdlen em estudo. Todos os
soros testados foram cedidos pelo hospital Espirito Santo de Evora, oriundos de pacientes
andnimos que apresentavam polinoses. Foram utilizados 10 soros com nomenclaturas diferentes:
S1: PC 203 Fev (2013 sR), S2:PC 202 47 579, S3:PC 204 39 983, S5:PC 201 37 077, S6:PC 203 86
963, S7:PC 203 98 986, S8:PC 201 35 866, S9:PC 201 07 207 e S10:PC 201 73 122; S12: PC 203 34
446.
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Descreveremos agora o procedimento mais detalhado. As membranas, apds cortadas e
colocadas na micro placa, foram ativadas com metanol e lavadas com agua destilada.

Seguidamente, revestiram-se com extrato total aguardando 30 minutos para absorcdo. De
seguida retirou-se o excesso e aplicou-se 50 plL da solucdo de bloqueio, aguardando-se 1h, sob
agitacdo e a temperatura ambiente. Retirou-se depois esta solucdo e adicionou-se 50 L de cada
soro acima descrito e os soros previamente inibidos com extrato de Dactylis glomerata,
incubando-se 2h a temperatura ambiente, sob agitacdo, para permitir a reacdo imunoldgica.
Findo esse tempo, adicionou-se 50 uL de anticorpo secundario na diluicdo de 1:12000 e esperou-
se novamente 2 horas para atuacdo. O passo final foi a revelacdo com a adicdo de 25 pL de

substrato.

4.1.6.2 Transferéncia eletroforética SDS-PAGE

Para realizar a transferéncia eletroforética de proteinas separadas num gel para membranas
de PVDF, primariamente ativou-se a membrana com metanol durante 5 segundos e em agua
durante 1 minuto. Este passo é bastante importante porque potencia a unido das proteinas a
membrana. De seguida introduzem-se as membranas em recipientes com tampa, submersas em
tampdo de transferéncia (Tris 25mM, pHS8,3; Glicina 192mM; MeOH 20%; 0,037% SDS).
Posteriormente retiraram-se os géis do suporte e colocaram-se no mesmo recipiente onde
estavam as membranas. Cada membrana deve estar com um corte identificativo no canto
superior esquerdo que auxilia a percecdo do lado direito da membrana durante todo o
manuseamento da mesma. O gel e a membrana devem permanecer em solucdo de transferéncia
cerca de 15 minutos, com o recipiente fechado. Como o tampao de transferéncia tem metanol,
ocorrerdo alteragdes na estrutura do gel, e convém que quando se inicia a transferéncia, este ja
tenha adquirido uma estrutura estdvel. Apds esse tempo, prepararam-se as cassetes, compostas
por 2 fibras, 2 ou mais folhas de papel de filtro, a membrana e o gel. Na figura (13 A) pode
visualizar-se a ordem correta de todas as componentes da cassete. Cada um destes componentes
tem que ser humedecido, garantindo que nao existem bolhas de ar entre as vdrias camadas, para

que a corrente elétrica atravesse a cassete e arraste as proteinas do gel para a membrana.

31



Papeldefiltro

BRI EA

Papelde filtro

Figura 16: A) Constituicdo de "Sandwiche” para transferéncia eletroforética. (adaptado do Manual Western-

Blot da Bio-rad, 2014). B) Equipamento de transferéncia eletroforética.

Todo este processo de montagem foi feito dentro de um recipiente com tampao de
transferéncia. Na montagem do sistema para a corrida de transferéncia colocaram-se as duas
“sandwichs”, cada uma com a sua membrana, dentro da tina, preenchido com tampdo de
transferéncia e um magneto para agitacdo. Tem ainda que se colocar uma unidade de
arrefecimento para absorver a energia calorifica de joule gerada durante a transferéncia
eletroforética, evitando-se com esta tina (Mini-transblot Bio-RAD) a necessidade de um
equipamento de arrefecimento externo. Depois da devidamente montagem, as condi¢des de
corrida sdo 350 mA; 150V e 40 W. Apds a corrida estar completa abre-se a “sandwiche” do

blotting e removeu-se a membrana.

Ainda antes da imunomarcagao, fez-se uma revelagdo das proteinas com a solugao
corante Ponceau S (0,2% Ponceau S; acido acético 3%). A membrana foi submersa nesta solugdo
durante 5 minutos, e lavadas abundantemente com &gua destilada. As proteinas reagem
reversivelmente com o corante, permitindo avaliar nesta fase do processo de todas as “lanes”
estdo com quantidades de proteinas equivalentes ou, eventualmente, detetar e marcar a lapis os
locais onde cortar cada membrana em varios segmentos, pois as “lanes” visualizaram-se bem.
Normalmente faz-se uma imagem da membrana corada com Ponceau S, usando um scan
convencional ou uma maquina fotografica digital. Com os procedimentos seguintes, esta

marcacgdo desaparece.
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Figura 17: Membrana ap0s transferéncia eletroforética corada com solugdo Ponceau S.

4.1.6.3 Imunomarcagao

A imunomarcacgao inicia-se com o bloqueio. Para isso, colocaram-se as membranas numa

solugdo bloqueio com leite magro em pé (10g para 200 ml de TBS-T), durante 1h30/2h.

Posteriormente efetuou-se apenas uma lavagem com TBS-T para retirar o excesso de leite
e cortou-se a membrana (de acordo com as marcas do lapis feitas anteriormente) para posterior
incubagdo a 42 C com os anticorpos primarios (40 uL em 3960 uL de TBS-T). Os anticorpos
primarios utilizados foram previamente selecionados a partir do teste de soros positivos efetuado
para esta espécie pelo método de detegdo imunoldgica descrito em cima. Foram entdo utilizados
para Blot os seguintes soros: S1: PC 20 Fev (2013 Sr), S5: PC 201 37 077, S6: PC 203 86 963, S7: PC
203 98 986, S10: PC 201 73 122 e S12: PC 203 34 446.

Posteriormente a aplicacdo dos anticorpos primdrios retiraram-se as membranas e
efetuaram-se 3 lavagens durante 10 minutos com solugdo de lavagem com leite magro em po (2g
para 200 ml de TBS-T) sobre agitacdo. Aplicou-se de seguida o anticorpo secundario numa
concentra¢do de 1 pL para 12000 pL de TBS-T sobre agitacdo, durante 2h. O passo final foi a
revelagdo. Aplicou-se sobre uma superficie hidrofdbicas gotas de substrato (o mesmo indicado
acima para o “RAST modificado”, e a membrana foi colocada cuidadosamente sobre o substrato
(+ ou - 1 ml por membrana). A reagdo ocorreu durante cerca de 1 minuto, tempo ao fim do qual a
membrana foi retirada, o substrato em excesso foi absorvido num papel de filtro e procedeu-se a
observacdo das bandas imunoreativas no equipamento de aquisicdo de imagem ja mencionado e

apresentado na figura 13.
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4.2 MATERIAL E EQUIPAMENTO

e Material

o Almofariz

o Pildo;

o Luvas descartaveis;

o Espatulas;

o Pingas;

o Micropipetas P10, P20, P100, P200, P1000 P5000 e respetivas pontas estéreis e
nao estéreis;

o Mascaras descartaveis;

o Magnetes;

o Microtubos (2ml) estéreis e ndo estéreis;

o Micropipeta multicanal;

o Para-filme;

o Micro-placas;

o Tubos de Falcon (15 mL e 50 ml) estéreis e ndo estéreis;

o Membrana PVDF;

o Membrana de nitro-celulose;

o Esguicho;

e Equipamentos:

O

O

Balanga;

Bio-Rad Gel-doc (sistema e software);

Trans-Blot Electroforetic Transfer Cell da Bio-Rad;
Leitor de microplacas;

Sistema de |IEF Model 111 Mini IEF Cell da Bio-Rad;
Agitador magnético;

Banho seco (Grant);

Centrifuga;

Medidor de pH: Inolab pH Level 1;
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4.3. REAGENTES

o Reagente de Bradford (para 1L, 100 mg de Azul de Coomassie G-250 em 50mL de
etanol a 95%; 100mL de acido fosforico a 85%);

o H20 destilada e Bi-destilada;
o DTT;

o Glicerol;

o Tris-Chl (0,5M);

o SDS;

o Metanol;

o Bis/Acrilamida;

o APS;

o TEMED;
o Metanol;
o BSA;

o Riboflavina;

o Anfdlitos;

o Concentrado de mondmeros;
o Persulfato de Amoénio;

o Tampado de transferéncia (3,03 g de Tris; 14,4 g de glicina; 200 ml de metanol e
3,7 ml de SDS);

o Ponceau S (0,2%) com a constituicdo de 0,2 g de ponceau S adicionado a 3 ml de
acido acético;

o Tampado de corrida 10x;

o Tampao de corrida SDS-page;
o TBS 10x;

o TBS-T;

o Tween 20;

35



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Biodistribui¢do de Platanus hybrida na Cidade de Evora

Um dos aspetos relevantes para o desenvolvimento de reacles alérgicas ou de
hipersensibilidade tipo | é a exposicdo aos agentes causadores da mesma. Neste sentido

procurou-se averiguar a biodistribuicdo do platano na cidade de Evora.

A figura 18 ilustra os locais onde sdo encontrados platanos (Platanus hybrida) na cidade
de Evora. Geralmente, este tipo de planta encontra-se disposta de forma mono-espécie, na
maioria dos locais, a excec¢do do local H), relativo ao jardim publico, em que para além de nao ser

muito abundante estd acompanhada por outras arvores de elevado porte.

Figura 18: Imagens aéreas de diversos locais da cidade de Evora onde se encontram os pldtanos. Estes
locais estdo concentrados dentro do centro da cidade de Evora. A) e B) Nacional 18 junto ao colégio Espirito
Santo; C), D) e E) Avenida S30 Jodo de Deus; F) Avenida dos Bombeiros voluntarios de Evora; G) Avenida
Fundacdo Calouste Gulbenkian; H) Avenida General Humberto Delgado; 1) Avenida D. Nuno Alvares Pereira

(6.

Nos locais identificados (ver figura 18 e 19) com as letras A) e B), Estrada Nacional, 18,
junto ao colégio Espirito Santo, encontram-se 44 P. hybrida, que cobrem de forma singular 650 m

correspondentes a extensdo da avenida. Este valor inclui aqueles que se encontram disposto no
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parque de estacionamento ao lado da residéncia Manuel Alvares e no interior do Colégio do

Espirito Santo da universidade.

No que se refere aos locais C), D) e E), relativas a Avenida S3o Jodo de Deus, as arvores de
P. hybrida encontram-se dispostas de forma paralela, tendo sido contabilizadas 120 ao longo de
700 m, desde o inicio até ao final da avenida, encontrando-se 3 no jardim do Hospital do Espirito
Santo. Na zona F) Avenida dos Bombeiros voluntarios de Evora, e incluindo a avenida da Fundagdo
Calouste Gulbenkian, zona G), encontram-se 80 P. hybrida, cobrindo os 500 m ao longo das
avenidas, alinhados entre si e localizados no passeio onde circulam pedes. Apenas 1 arvore se

encontra no jardim da escola primaria localizada na avenida Fundacdo Calouste Gulbenkian.

Na zona H), Avenida General Humberto Delgado, estdo situadas 101 arvores desta espécie
dispostas de forma idéntica ao anteriormente referido, ao longo de uma extensdo de 550 m. No
jardim publico, encontram-se 23 arvores dispersas entre si por toda a area do jardim, e outras
encontram-se junto ao hotel ibis, cobrindo a drea do jardim do hotel. Por Ultimo, na zona ),
Avenida D. Nuno Alvares Pereira, encontram-se 46 P. hybrida alinhadas entre si, ao longo de 280

m, cobrindo toda a area da avenida.

Para além dos locais identificados no mapa (Figural8), onde predomina esta espécie,
estdo localizadas arvores em zonas que ndo se encontram identificadas no mapa, nomeadamente
2 pldtanos na Vista Alegre junto a habitagdes, 7 na rotunda das Portas da Lagoa, 4 junto ao
aqueduto e por fim 2 muito préoximas da rotunda das Portas de Avis. No total foram

contabilizados 438 arvores envolvendo o centro histérico da cidade (Figura 19).
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Figura 19: Biodistribuicdo geografica de Platanus hybrida nas zonas de maior abundancia na cidade
de Evora. Zona A) e B) Estrada nacional, 18, junto ao colégio Espirito Santo; C), D) e E)Avenida Sdo
Jodo de Deus; F) e G) Avenida dos bombeiros voluntédrios e avenida Calouste Gulbenkian; H)
Avenida General Humberto Delgado; 1) Avenida D. Nunes Alvares Pereira.

Todos os locais descritos apresentam uma elevada abundancia de P. hybrida, donde se
concluiu que é uma arvore predominante junto ao centro histérico da cidade de Evora. Todos os
espacos identificados sdo urbanos. De facto, situam-se maioritariamente em redor da muralha da
cidade, influenciando zonas onde se encontram instituicGes de servico publico importantes tais
como o Hospital Espirito Santo e o colégio Espirito Santo, este Ultimo corresponde ao edificio
central da Universidade de Evora. Estes locais, pelas suas carateristicas e fungdes no espaco
urbano, sdo naturalmente potenciadores de uma elevada exposi¢ao pois encontram-se no foco de

elevada concentracdo e circulagdo populacional.

5.2 Determinagao do perfil proteico de um extrato soltivel de pélen de P.hybrida

Para determina¢do do perfil proteico do extrato pdlen de Platanus hybrida e de Dactylis

glomerata foram efetuadas separacdes por eletroforese IEF e SDS-PAGE.

5.2.1 Determinagao do perfil proteico de acordo com o ponto isoeléctrico - IEF

As imagens representadas no painel seguinte da figura 20 mostram dois
eletroforetogramas representativos dos géis realizados para separacdo de proteinas dos extratos

de Dactylis glomerata e Platanus hybrida pela técnica IEF.
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Figura 20: Eletroforetogramas obtidos apds separacgdo por IEF em géis de policrilamida (A e B) dos extratos
de Platanus hybrida e Dactylis glomerata. A fotografia de cada gel contém o padrdo, PL (Platanus hybrida) e
Dac (Dactylis glomerata), conforme a legenda.

Pode observar-se que a separagao originou diversas bandas carateristicas. O resultado da

anadlise das diversas experiéncias encontra-se descrito na tabela 6.

Registaram-se, para o caso de Platanus hybrida, 9 bandas proteicas com pl no intervalo
entre 8,30-4,38, sendo 4 bandas na zona 4cida (pl<6), duas na zona neutra (6,5-7,5) e restantes 3
na zona bdsica (pl> 7,5). No caso da Dactylis glomerata, foram identificadas também 9 bandas
proteicas com pl no intervalo entre 8,20-4,00, apresentando, no entanto, 3 bandas na zona 4cida

(pl<6), trés na zona neutra (6,5-7,5) e 2 na zona basica (pl=>7,5).
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Tabela 6: Valores de ponto isoelétrico calculados para as bandas proteicas detetadas na separagao
eléctroforética por IEF, para extratos de pdlen da espécie de Platanus hybrida (n=3) e para a espécie
Dactylis glomerata (n=3). Sempre que possivel, estdo representadas médias * desvios padrdo (sd).

pl (média + sd) pl (média * sd)
8,3%0,1 8,2
7,9
7,7 7,7
7,1+0,1 7,2
6,8 6,9
6,5
6,0+0,0 5,7+0,2
5,1+0,2 51
4,6
4,4+0,14 4,4£0,0
4,0+£0,0

Comparando os perfis proteicos das duas espécies (figura 19 e tabela 6) pode observar-se
que sdo maioritariamente sobreponiveis; mais de 70% das bandas observadas em Platanus
hybrida tém pl equivalente a bandas observadas em Dactylis glomerata (c, d, e, g, h e j). As
bandas b e i sdo especificas de pdlen de P.hybrida enquanto as bandas f e k de D.glomerata nao

apresentam correspondéncia com P.hybrida.

5.2.2 Determinacao do perfil proteico de acordo com a massa molecular — SDS-
PAGE

As amostras, previamente preparadas, e o padrdao, foram aplicadas no gel de SDS-PAGE
para separacao de proteinas de acordo com a massa (Figura 21). N3o se registaram diferencgas

significativas entre os varios géis realizados.

A figura 21 mostra 1 exemplo de gel corado com azul de Coomassie, exemplificando o

conjunto de bandas proteicas obtidas na separagao.
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Figura 21: Perfil proteico do extrato de Platanus hybrida e de Dactylis glomerata em um gel, representativo
de um total de 3 géis realizados. O padrdo e os extratos de pdlen de Platanus hybrida (PL) e de D.glomerata
(Dac) foram aplicados no gel de acordo com o legendado.

A anadlise de todos os géis permitiu obter os resultados que estdo resumidos na tabela 7.

No extrato de Platanus hybrida foram identificadas 10 bandas proteicas com massa molecular
compreendidas entre 11-120 kDa e no extrato de Dactylis glomerata foram identificadas 14

bandas proteicas cujas massas moleculares se distribuiram no intervalo 10-140 kDa (Tabela 7).
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Tabela 7: Valores de massas moleculares calculados para as bandas proteicas dos extratos de Platanus
hybrida e de Dactylis glomerata ap6s separagao eletroforética por SDS-PAGE. Estdo representadas médias +
desvios padrdo (sd). Resultados relativos a trés experiéncias independentes.

MM (Média £ sd) MM (Média * sd)
14319
12142
11142
9045 9145
7217
61+2 631
59+1
5311 5143
46x1 45+1
38+2 38+2
3442 3342
2842 27+1
2042
1412 1411
1141 1011

As duas espécies apresentam 9 bandas proteicas com massas semelhantes, sendo elas
nomeadamente, D, F, H, |, J, K, L, N e O. Observou-se também que a banda B de massa aparente

120 kDa surge em P. hybrida e ndo no perfil proteico de D. glomerata.

Comparando com os alergénios descritos na literatura e identificadas em espécies
analogas, observa-se que existem bandas cujas massas sdo semelhantes aos alergénios Plaa 1 (18

kDa), Pla a 2 (42 kDa), TLP (25 kDa) e Pla a 3 (10 kDa).

5.3 ESTUDO DO PERFIL ALERGOLOGICO AO POLEN DE PLATANUS HYBRIDA

5.3.1 Estudo da sensibilizagcdao ao pdlen de Platanus hybrida

Neste estudo recorreu-se a uma técnica de “Rast modificado” (ver materiais e métodos

sec¢do 4.1.6.1) para analisar a sensibilizagdo de 10 soros a P.hybrida e D.glomerata.

A figura 22 mostra os resultados obtidos, onde representa a % de imunoreatividade em
todos os soros testados, em duas experiéncias paralelas, uma para P. hybrida e outra para D.

glomerata.
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Figura 22: Imunoreatividade de cada um dos soros na presenga de extrato de Platanus hybrida (n=2) e
Dactylis glomerata (n=1). Resultados expresos em percentagem relativa ha reatividade de cada um dos
Soros.

Pela observacdo e analise do grafico, conclui-se que 6 dos 10 soros sdo imuno-reativos a
Platanus hybrida. Os soros s2, s7,59 e s10 exibiram resultados contraditdrios, observando-se um
resultado negativo no primeiro teste e um resultado positivo no segundo teste efetuado a
P.hybrida. No caso de imuno-reatividade a pdlen de Dactylis glomerata, observou-se que os soros

sl,s2,s3,s5, s6,s7,510 e s12 foram positivos, enquanto os soros s8 e s9 foram negativos.

Cerca de metade dos soros sdo, portanto, reativos e sensiveis a ambas as espécies em
estudo (s1, s3, s5, s6 e s13). O soro s8 revelou-se reativo apenas ao pdlen de Platanus hybrida,

enguanto os soros s2 e s7 revelaram-se apenas sensiveis a D.glomerata.
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Procedeu-se também a avaliacdo da existéncia de reatividade cruzada entre P.hybrida e
D.glomerata. Para tal repetiu-se a experiéncia utilizando soros cujo teste anterior apresentou
positividade para D.glomerata, tendo sido previamente inibidos com extrato de D. glomerata (ver

sub-capitulo 4.1.6.1 do procedimento experimental).

40 -
35 -
30 - —o—51
——52
25 1 -B8-53
—4A—S5
® 20 -
—%—56
15 - —A—S7
—e—510
10 - —o—512
5 .
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Figura 23: Representac¢do da reagdo imunoldgica entre os soros ndo inibidos (NI) e inibidos (I) com extrato

de Dactylis glomerata.

Os resultados obtidos estdo resumidos na figura 23 e observou-se que existiu um
decréscimo na rea¢do imunoldgica dos soros s5, s6 e s12 a P.hybrida, apds inibidos com extrato

de D.glomerata, sugerindo assim a ocorréncia de reatividade cruzada entre as duas espécies.

Estes resultados sugerem que os soros acima descritos, apresentam anticorpos IgE-
especificos que reconhecem componentes equivalentes nos extratos de P.hybrida e D.glomerata.
Esta possibilidade sera devida a presenca de alergénios comuns a ambas as espécies e a IgE que
possivelmente reconhecem epitopos analogos dos diferentes alergénios de ambas. Note-se que
no caso do soro sl1, também positivo para ambas as espécies, que D.glomerata ndo impediu o
reconhecimento de P.hybrida, sugerindo que o perfil de IgE especifico para este soro é distinto,

isto é, que os alergénios reconhecidos sdo distintos nestas espécies.
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5.4 ESTUDO DO PERFIL EM ALERGENIOS AO POLEN

Entre os soros testados e aqueles considerados reativos, selecionaram-se seis para serem
estudados com mais detalhe e utilizados para a realizagdo do método de western-blotting (ver
tabela 8). Foram entdo testados o soro 1, que é positivo para platano em ambos os testes
realizados (ver figura 22) mas que ndo sofreu inibicdo (ver figura 23), os soros 5, 6 e 12, que foram
positivos para platano em ambos os testes realizados e em que a inibicdo foi positiva para
D.glomerata e, por fim, os soros 7 e 10, em que os resultados nos testes realizados foram

contraditérios mas que nao sofreram inibicdo com extrato de D.glomerata (ver figura 23).

Tabela 8: Resumo dos resultados de reatividade cruzada, obtidos para os seis soros testados, entre Platanus
hybrida e Dactylis glomerata.

Platanus

Soros hybrida Inibi¢do
S1 + =
S5
Sé6 + +
S$12
S7
? -
S$10

A figura 24 mostra os resultados obtidos para o perfil de bandas imunomarcadas de
acordo com a massa molecular. Foram identificadas 6 bandas imunoreativas correspondentes a
Platanus hybrida no intervalo de massas molares de 10 — 100 kDa e 5 bandas proteicas no extrato
de Dactylis glomerata com massas molares compreendidas entre 10 - 150kDa (Tabela 13 e figura

24).
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Figura 24. Representacdo de membranas de PDVF com imunoreatividade a proteinas de
Platanus hybrida e Dactylis glomerata apds separacgdo electroforética por SDS-PAGE,
electrotransferéncia e marcagdo imunoldgica com os soros 1,5, 6,7, 10 e 12.

As bandas imunoreativas encontradas em P.hybrida tém correspondéncia em termos de
massa com algumas da identificadas no perfil proteico obtido por SDS-PAGE (ver subcapitulo 5.2.2
e tabela 7). Podemos entdo identificar e fazer a correspondéncia com a massa para as bandas F
(75 kDa), H (50 kDa), J (39 kDa), L (28 kDa) e P (10 kDa) em extrato de Platanus hybrida enquanto
em D.glomerata identificamos C (100kDa), D (92kDa), J (39 kDa) e P (10 kDa) (tabela 9). Note-se
que as bandas J (38 kDa) e P (10 kDa) sdo comuns em ambos os extratos enquanto que as bandas
H (50 kDa) e L (28 kDa) foram apenas reconhecidas em P.hybrida. E de notar que existe uma
prevaléncia de sensibilizacdo para a banda H, reconhecida por 3 individuos (S1, S7 e S10), para a
banda J, reconhecida em 3 individuos (S1, S5 e S6) e por fim para a banda L, reconhecida

novamente em 3 individuos (S1, S10 e 512).

E de notar que a banda J (39 kDa), podera corresponder a um dos alergénios “major”
descritos na literatura para D.glomerata (possivelmente Dac g 1 — 37 kDa (ANEXO 1 — Tabela 13))
[1]. Uma banda com massa equivalente foi também reconhecida pelos soros S5 e S6 no extrato de
P.hybrida, sugerindo que os alergénios reconhecidos sejam homdlogos nas duas espécies ou
resultado de reatividade cruzada. Para o soro 7 nao foi identificada qualquer banda, como mostra
a figura 24 e a tabela 10, em concordancia com o resultado negativo registado no “RAST
modificado” (fig. 22). Note-se, no entanto, que foi reconhecida a banda J em D.glomerata, espécie

para qual existiu um “RAST modificado” positivo (fig. 24 e tabela 9).
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Tabela 9: Perfil alergoldgico do extrato de Platanus hybrida e Dactylis glomerata quanto a massa molecular.

Extrato de Platanus hybrida Extrato de Dactylis glomerata

)l s1  s5 s6 s7 S0 S12 S1 S5 S6 S7 S0 S12
N 100
o o

e

H 50 50 50

3 37 37 39 39 39 37 39 37
L 23 28 28

e 10 10

No que respeita ao reconhecimento imunolégico de proteinas nativas, estudado com base
na separacao em func¢do do ponto isoelétrico, apresentam-se resultados na figura 25 e o resumo

das diversas bandas imunoreativas encontra-se na tabela 10.

pieb.8-7

Figura 25: Imunoblot do extrato de P. hybrida apds separagdao por focagem isoelétrica. A marcagdo

imunoldgica foi realizada com os soros 1, 5,6, 7, 10 e 12.

Pudemos observar (figura 25 e tabela 10) que o extrato de Platanus hybrida exibiu bandas
imunoreativas no intervalo de pl 4.45-7. Observou-se uma banda com pl acido no intervalo 4,45-

4,75 para 5 dos 6 soros testados (s1, s5, s6, s10 e s12). Para o soro 7 ndo se observam quaisquer
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bandas em concordancia com os resultados anteriores. Quando comparados os soros positivos
entre si, observou-se que o sl e o s5 foram aqueles que apresentaram imunoreatividade para o

maior niumero de bandas (ver tabela 10).

Tabela 10: Perfil alergolégico correspondente ao extrato de Platanus hybrida referente ao pl.
Representacdo e identificagdo de bandas de ambos os soros com referéncia a zona onde pertencem.

pH=4.45-4.75 + + + - + +
pH=5.1 + + + - - -
pH=6 + + = - - -
pH=6.8-7 + - - - - -

Tendo em conta o conjunto de resultados obtidos neste trabalho, podemos constatar que
as bandas proteicas identificadas apresentam massas aparentes correspondentes a alergénios de
uma espécie do mesmo género, Platanus acerifolia, ja identificados na literatura, nomeadamente
o Plaa 2 (43 kDa), Pla a 3 (10kDa), Pla a 8 (15kDa) e Pla TLP (25kDa) [1]. Curiosamente ndo foram
observadas quaisquer bandas com massa molecular aparente ou equivalente ao Pla a 1 (18 kDa).
Este resultado pode, contudo, dever-se a falta de sensibilidade do método de detecdo. A
utilizacdo de um método mais sensivel poderia ter permitido a identificacdo de mais bandas.
Alternativamente, é ainda possivel que o Pla a 1 identificado em Platanus acerifolia ndo se
expresse ou apresente massa diferente em Platanus hybrida. Existe, no entanto, uma banda de
massa aparente aos 20 kDa identificada no perfil proteico e que ndo foi identificada em Western-

blot.

Por outro lado, as bandas M (28) kDa) e H (50 kDa) reconhecidas exclusivamente em
platano, apresentam massas aparentemente proximas dos alergénios Pla a 2 e TLP (ver tabela 2-

sec¢do 1.4.4).

Os resultados descritos, obtidos neste trabalho, apresentam coeréncia nas diferentes
abordagens na medida em que os soros positivos a Platanus hybrida apresentaram um numero
elevado de bandas imunoreativas e aqueles que demonstram negatividade a este extrato nao

apresentam bandas. Para além disso, os resultados apontam também para a existéncia de reagdo
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cruzada entre platano e gramineas, aspeto que associado a exposicdo a este tipo polinico, podera

contribuir significativamente para o desenvolvimento de sintomatologia alérgica.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo procurou-se avaliaro perfil alergolégico de P.hybrida da cidade de
Evora através da avaliacdo da exposicdo a pdlen de platano, procurando-se caracterizar a
distribuicdo desta planta no espaco urbano, bem como da avaliacdo da sensibilizacao a P.hybrida
na populagdo de Evora, caracterizada pela identificacio de diversas bandas imunoreativas,

evidenciando a existéncia de alergénios polinicos nesta espécie.

Foi identificada a presenca de elevado numero de plantas adultas em torno do centro
histérico e em locais muito frequentados pela populacao, taic como Escolas e Hospitais. Por outro
lado identificaram-se diversas bandas imunoreativas em extrato de pélen de P. hybrida, sugerindo
a existéncia de sensibilizalcdo na populacdo estudada. A comparacao do perfil alergoldgico de
polen de P. hybrida e D. glomerata sugere sensibilizagdo por reatividade cruzada (exemplo da
banda de massa molecular 38 kDa) mas também a existéncia de alergénios possivelmente

especificos (exemplo da banda de massa molecular 50 kDa e 28 kDa).

Estes resultados sugerem que o pdlen de platano, dada a sua grande abundancia na
cidade de Evora, poderd contribuir para o agravamento da sintomatologia da populag3o que sofre

de polinose, em particular no inicio da primavera.

O trabalho aqui apresentado refor¢a a importancia da determinac¢do do perfil alergoldgico
das diferentes espécies locais e o esclarecimento de reatividade cruzada como um contributo
para a compreensao da clinica no controlo da doenga e consequentemente para a promogao e o

bem-estar da populagao.
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ANEXOS |

e Método de Bradford- Calculo da concentragdo de proteina :

Tabela 11: Valores médios e desvio padrdo da concentragdo de proteina dos 2 extratos (Platanus hybrida e
Dactylis glomerata) pelo método de Bradford.

Espécie Média final Sd final [proteina]
mg/mL
Platanus hybrida 449,4 22,6 0,5+0,03
Dactylis 458,09 33,3 0,5+0,03
glomerata

e Alergénios mais relevantes de Dactylis glomerata:

Tabela 12: Alergénios mais relevantes de Dactylis glomerata e correspondentes carateristicas [1].

Dacg1l 32 AgDgl, Dgl, Expansin,
Grasses, Group 1

Dacg3 14 Grasses, Group 3

Dacg4 60 CCD-bearing Protein
(XF), Grasses, Group 4

Dacg5 26 Grasses, Group 5

Dacg12 ? Profilina

Dacg 13 60 Grasses, Group 13,
Poligalaturonase



http://allergome.com/script/search_step2.php?action=search&type_archive=N&no_unknown=N&only_iuis=N&no_isoform=N&first_archivie=3&first_field=AgDg1
http://allergome.com/script/search_step2.php?action=search&type_archive=N&no_unknown=N&only_iuis=N&no_isoform=N&first_archivie=3&first_field=Dg1
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ANEXO Il

e Curvas de calibragdo do perfil proteico respetivo aos géis de pl:
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Figura 26: Curvas de calibragdo correspondentes aos geis A e B referente a pl ilustrados na figura 20

Curva de calibragdo do perfil proteico respetivo ao gel de SDS-PAGE:
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Figura 27: Grafico da curva de calibragdo Distancia VS Log MM correspondente aos gel representado na
figura 21.















