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RESUMO

Imunorreatividade a alergénios de polenes de platano e azinheira numa populacgdo de
Evora com doenca alérgica respiratoria sazonal

Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo do perfil alergoldgico de pélenes de
platano (P.hybrida) e de azinheira (Q.rotundifolia).

Recolheram-se dados de venda de farmacos anti-alérgicos e dos indices polinicos na
regido de Evora. Os alergénios destes tipos polinicos foram avaliados por técnicas de imunoblot,
utilizando soros humanos, e a atividade alergénica dos extratos foi avaliada em ensaios celulares
(RBL-h21).

Observou-se uma correlacdo positiva entre a venda de farmacos anti-alérgicos e 0s
indices polinicos. Foi encontrada imunorreatividade positiva em todos os soros testados, a
platano e azinheira, tendo sido identificadas diversas bandas imunorreativas. Em cerca de
metade dos casos a imunorreatividade resultou de reatividade cruzada com gramineas.
Observou-se uma resposta celular diferencial entre individuos com reatividade cruzada e

individuos com reconhecimento primario.

Estes resultados sugerem que os pélenes de platano e azinheira podem ser uma causa de

polinose na regido do Alentejo durante a Primavera.
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ABSTRACT

Immunoreactivity to allergens in pollen of maple and oak in a population of Evora with
seasonal allergic respirtory disease

This work aimed the characterization of the allergenic profile of pollen from plane
(P.hybrida) and holm oak (Q.rotundifolia) trees in the region Evora.
The information on medication used in the treatment of allergy sales as well as pollen index in
Evora were monitored. The allergenic profile of these pollen types were evaluated by

immunoblot and cellular (RBL-h21 activation) techniques using sera from allergic patients.

A positive correlation of the anti-allergic medication sales and the pollen index was
observed. A positive immunoreactivity to Platanus and Quercus was observed in all sera tested
and several allergens were identified. Both specific and cross-reactive (D. glomerata) bands
were identified in approximately half of the cases. Basophil activation test from specific and
cross-reactive pools of sera has shown differential dose-response degranulation.

This results suggest that both plate and holm oak pollen might be a cause of allergy in
Alentejo during the early spring

XV






CAPITULO 1

Introducao






1.1. Alergia
O termo alergia foi descrito pela primeira vez em 1906 pelo pediatra australiano Clemens
von Pirquet, como uma “reagdo especifica alterada do organismo”(Sohi & Warner, 2008). A
alergia era, na altura, vista como uma doenca rara, no entanto, muitos dos fatores que
desencadeavam a alergia tornaram-se mais evidentes com o passar do tempo (Calderon et al.,
2012).

Hoje em dia, a alergia € caracterizada como uma reacdo exagerada do sistema imunitario,
gue alguns individuos predispostos geneticamente manifestam contra determinados antigénios
presentes no meio ambiente, designados de alergénios (Arosa, Cardoso, & Pacheco, 2007). A

reacao alérgica pode ocorrer em qualquer idade.

1.1.1. Imunidade: componentes celulares e moleculares

O sistema imunitario inclui moléculas e células especializadas que protegem o
organismo dos mamiferos contra agentes invasores, possuindo diversos mecanismos de defesa.
Este sistema pode ser dividido em duas componentes, determinadas pela especificidade e
velocidade de resposta, denominando-se de imunidade inata e imunidade adaptativa (ver Figura
1) (McComb, Thiriot, Krishnan, & Stark, 2013).

Imunidade Inata Imunidade Adaptativa
» &
= _— p 3
% AN g
o ¥ e %Y s §
Barreira epitelial o\
) bW
células Bvirgens i Anticorpos
+
&)
Fagocitos Calulas Dendriticas e d \' A "
3. > \ 3 €A i 4
i o e = P =
PN b o 7 célulasT
células Tvirgens efetoras
Proteinas do plasma células NK
Horas Dias
o 6 12 1 3 5

Tempo apés infecgdo

Figura 1- Células envolvidas na imunidade inata e adaptativa (adaptado de missinglink.ucsf.edu (M),



A imunidade inata compreende quatro tipos de barreiras: a anatémica, constituida pela
pele e membranas mucosas; a barreira fisioldgica, que compreende a temperatura corporal, 0
baixo pH e os mediadores quimicos; as barreiras fagociticas/endociticas que sdo constituidas
por varios tipos de células que internalizam e destroem macromoléculas exdgenas; e por fim as
barreias inflamatorias, onde os danos nos tecidos e infegdes provocam a libertacdo de proteinas
no soro, que contém atividade antimicrobiana (Kindt et al , 2007) .

A imunidade adaptativa é capaz de reconhecer e eliminar seletivamente microrganismos
e antigénios e envolve a presenca de linfocitos T e B. Este tipo de imunidade pode ser dividida
em duas fases distintas: uma fase, que envolve o reconhecimento do antigénio através dos
recetores especificos do antigénio em linfocitos T e B que conduzem a ativagdo da célula, e
outra, em que os linfécitos atuam de forma a eliminar o antigénio (Kindt et al., 2007; McComb
et al., 2013). Este tipo de imunidade é dotada de memoria, ou seja, quando ha uma segunda
exposi¢do ao mesmo antigénio, os linfocitos sdo capazes de reconhecer esse mesmo antigénio
(Parkin & Cohen, 2001).

1.1.1.1.C¢élulas envolvidas na resposta imunitaria

Células Dendriticas

As células dendriticas fazem parte da imunidade inata e sdo as primeiras células do
sistema imunitario a entrar em contacto com o antigénio na superficie das mucosas, estendendo
as dendrites ao longo da barreira epitelial. Estas células processam o antigénio e apresentam-no

a células especializadas do sistema imunitario (Arosa et al., 2007).

As células dendriticas estdo presentes em todos os tecidos, existindo também em grande
guantidade nos 6rgdos linfoides. Na sua membrana expressam recetores que sdo capazes de
reconhecer padrdes moleculares comuns a varios microrganismos, o que lhes permite

reconhecer diferentes proteinas (Kindt et al., 2007).

Macrofagos

Os macrdfagos séo células fagociticas que derivam dos mondcitos quando estes penetram
nos tecidos. Caracterizam-se por terem uma grande capacidade de endocitose, podendo
internalizar uma variedade de antigénios, sejam estes solveis ou parte de outras células ou
microrganismos. Apesar de possuirem a mesma capacidade fagocitica, quando migram para 0s

tecidos adquirem diferentes morfologias, tendo designacfes diferentes consoante o tecido onde



se encontram. Estas células expressam moléculas do complexo MHC Classe 1l (Kindt et al.,
2007).

Células Natural Killer (NK)

As células Natural Killer (NK) séo linfocitos que atacam e destroem células tumorais ou
celulas infetadas por virus. S8o capazes de reconhecer e eliminar células alteradas, quer por
possuirem microrganismos intracelulares, quer por poderem tornar-se uma célula maligna
(Arosa et al., 2007).

Linfécitos T

Os linfocitos T sdo produzidos na medula 6ssea e migram para o timo, local onde
atingem a sua maturacdo. Durante a maturacdo no timo expressam uma ligagdo seletiva para
uma molécula de antigénio, a que se da o nome de recetor de linfocitos T (TCR), que consegue
reconhecer apenas um antigénio que esteja ligado a membrana das proteinas designadas
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) do tipo I. Os linfécitos T classificam-se em
linfécitos T helper (Tw): CD4+ e linfocitos T citotoxicas (T¢): CD8+.

Os linfécitos Ty sdo 0s mediadores mais importantes da memaoria imunoldgica e quando
se encontram em ndmero reduzido ou as suas func¢bes sdo perdidas, o individuo torna-se
suscetivel a uma série de doencas infeciosas. Eles desempenham um papel central no sistema
imunitério, prestando auxilio a todas as outras células deste sistema através da secrecdo de
interleucinas (Zhu, Yamane, & Paul, 2010). Existem duas subpopula¢des de linfocitos Tw (Thl
e Tw2) importantes no desenvolvimento da doencga alérgica. Provenientes da mesma célula
progenitora, os Tyl segregam as interleucinas IL-2, IFN-y, TNF e IL-12, enquanto as células
Tw2 segregam as interleucinas 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Kindt et al., 2007; Mesquita Junior et
al., 2010).

Linfécitos B

Os linfécitos B sdo responsaveis pela producdo de imunoglobulinas (LeBien & Tedder,
2008).

O primeiro contacto com o antigénio, que pode ocorrer por exposi¢do ou vacinagdo, leva
a ativagdo dos linfocitos B naive, que se vao diferenciar em plasmdcitos produtores de
anticorpos e em células de memoria. Quando entram em contacto a segunda vez com o

antigénio, os linfocitos B ja sdo capazes de reconhecer esse antigénio devido & expanséo clonal



e as celulas B de memodria, que foram geradas na resposta primaria (Mesquita Junior et al.,
2010).

Os linfécitos B também funcionam como células apresentadoras de antigénio, apds

interiorizarem e processarem o antigénio ligado.

Neutrdfilos

Os neutréfilos sdo produzidos por hematopoiese na medula Gssea. S&o as células
essencialmente fagociticas que possuem a capacidade de responder de forma rapida, no inicio de
qualquer processo de alteracéo, inflamacao ou leséo nos tecidos (Kindt et al., 2007).

Mastocitos

Os mastécitos sdo células inflamatérias dos tecidos, tém origem hematopoiética e
respondem a sinais de imunidade inata e adquirida com libertagdo imediata e tardia de
mediadores inflamatdrios. Encontram-se localizados principalmente em associacdo com 0s
vasos sanguineos e nas superficies epiteliais. Os mastdcitos desempenham um papel crucial nas
reacOes alérgicas, mas também estdo implicados na resposta do hospedeiro a agentes

patogénicos, doengas autoimunes, fibrose e cicatrizagdo (Stone, Prussin, & Metcalfe, 2010).

Os percursores dos mastécitos sdo formados na medula dssea durante a hematopoiese,
circulam no sangue, migrando para os tecidos periféricos, onde completam a sua maturacéo,
tornando-se células com numerosos granulos citoplasmaticos. Estes granulos armazenam uma
variedade de moléculas mediadoras incluindo histamina, heparina e proteases (Galli, 2014;
Kindt et al., 2007). Quando ocorre desgranulacao, os mastocitos libertam outros mediadores que
ndo se encontram armazenados, mas que sdo sintetizados pelas células ativadas, incluindo
leucotrienos, prostanglandinas, interleucinas, quimiocitocinas e fatores de crescimento (Galli,
2014).

Os mastocitos expressam recetores transmembranares de elevada afinidade para a IgE
(FceRI) que se ligam fortemente a porcao Fe das IgE (Galli, 2014). Quando um alergénio se
encontra ligado a duas IgE, ocorre desgranulacdo dos mastécitos e producdo de uma reacao de

hipersensibilidade imediata que pode ser local ou sistémica (Jr, P, M, & Shlochick, 2001).

Na tabela 1 descrevem-se os principais efeitos biologicos dos diversos mediadores

libertados pela desgranulacdo de mastocitos.



Tabela 1 - Efeitos bioldgicos dos produtos libertados pelos mastdcitos (adaptado de Galli, 2014).

Armazenada em Aumenta a permeabilidade vascular e dilata os
granulos e secretada vasos sanguineos;

apos ativacdo (em Histamina Contratura das vias aéreas;

minutos) Provoca prurido e dor;

Influéncia a resposta imune;

Anticoagulante;
Heparina Necessaria para 0 armazenamento de outros
produtos em granulos;

Degradam certas proteinas e péptidos;
Proteases (tripsina, etc) Regulam a remodelagéo do tecido;
Convertem a angiostensina | em angiostensina I1;

Regulam a migracéo e fungéo dos leucdcitos;
Aumentam a permeabilidade vascular;

Induzem contracdo ou dilatacdo dos vasos
sanguineos (dependendo do tipo de mediador);
Contraem ou relaxam o musculo liso;

Aumentam a secre¢do do muco;

Mediadores
lipidicos (leucotrienos,
prostaglandinas, etc)

Interleucinas,
quimiocinas, fatores de
crescimento de
péptidos

Tém muitos efeitos noutras células (tanto em
leucécitos como em células estruturais) que podem
promover ou suprimir a inflamacdo e/ou
remodelagdo do tecido;

Basofilos

Os basofilos sdo granuldcitos que circulam no sangue da maioria dos vertebrados e estdo
envolvidos principalmente em reacgdes de hipersensibilidade e reacGes anafilaticas (Chirumbolo,
2012). Representam cerca de 0,5%-1 % dos globulos brancos circulantes nos seres humanos,
sendo muito semelhantes aos mastocitos (Kindt et al., 2007). Ao contrério dos mastdcitos, 0s
basofilos circulam na corrente sanguinea e raramente se encontram presentes nos tecidos

periféricos sob condi¢des homeostasicas (Arosa et al., 2007).

A semelhanca dos mastdcitos, os basofilos contém na sua membrana recetores e, por

ativacdo de interleucinas ou de antigénios, libertam histamina e IL-4 a partir dos seus granulos.

A tabela 2 apresenta as principais diferencas entre mastécitos e basofilos.



Tabela 2 - Caracteristicas principais dos mastocitos e basofilos (adaptado de Hajime Karasuyma, 2014).

Mastocitos Basofilos
Origem Células tronco hematopoiéticas Células tronco hematopoiéticas
Local de maturacio Tecidos conjuntivos Medula 6ssea
Vida util Meses Dias
Local primério Tecidos Circulag&o intravascular
Tamanho 6-12 pm 5-7 um
Nucleo Oval e redondo Segmentado
Gréanulos Mais pequenos e mais numerosos Maiores e menores quando
comparados com os basofilos comparados com 0s mastécitos
Peptidoglican . . Predominantemente sulfatos de
eptidoglicanos Heparina e sulfatos de condroitina ..
condroitina
Cont_eudo em Elevada Baixa
triptase
Mediadores PGDy, LTB4 LTCs, LTDs LTEs PAF LTCs, LTDs LTE:
lipidicos
Eosinofilos

Os eosindfilos sdo células multifuncionais, ou seja, atuam tanto na imunidade inata como
na imunidade adaptativa. Estas células produzem e armazenam biologicamente moléculas
ativadas, incluindo proteinas citotdxicas, mediadores lipidicos, péptidos quimiotaticos e
citocinas (Kindt et al., 2007). Nas reagdes alérgicas, sdo as principais células efetoras, estando

sob influéncia da IL-5, possivelmente com origem em células Tw2 ativadas (Arosa et al., 2007).

1.1.1.2. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo macromoléculas de

. . idiotipo
natureza proteica formadas por uma ou mais [
i o . . < antigénio
unidades estruturais basicas. Sdo produzidas pelos - ' epitopo

linfécitos B, no seu estado maduro, em resposta a

antigénios (Rizner, 2014). Os anticorpos humanos

. . cadeial
encontram-se agrupados em cinco classes distintas —

(IgA, IgD, IgE, IgG e IgM), de acordo com a sua

funcdo bioldgica, sendo que o sistema imunitario

cadeia H

pode produzir todas estas classes em resposta a
. i Figura 2 - Representacio de uma
uma substancia invasora (Kindt et al., 2007). imunoglobulina (adaptado de static.abdserotec.com
21y,

Na sua estrutura, as imunoglobulinas (ver
Figura 2) possuem quatro cadeias peptidica divididas em duas cadeias leves idénticas, com um

peso molecular de 25 kDa e duas cadeias pesadas idénticas com um peso molecular entre os 53

8



e 75 kDa (John B. Zabriskie, 2009). A sua estrutura quarternaria apresenta-se em forma de “Y”’.

As cadeias pesadas encontram-se ligadas por uma ou mais ligac6es dissulfureto para formar a

base do Y, denominada de regido Fc. As por¢Oes das cadeias que ndo ficam ligadas sdo livres e

constituem os bragos flexiveis do Y, denominando-se cada deles, dominio Fab (Kindt et al.,

2007).

imunoglobulinas.

A Tabela 3 apresenta as principais diferencas entre as varias classes de

Tabela 3 —Propriedades das diferentes classes de imunoglobulinas (adaptado de Junior et al., 2010).

Classe | Estrutura Propriedades
Dimérica | Encontra-se em mucosas do trato gastrointestinal, respiratorio e urogenital
IgA . Protege o organismo contra agentes patogénicos. Encontra-se na saliva, lagrimas
Monomerica ;
e leite
. Imunoglobulina de membrana. Faz parte do recetor de membrana nos linfécitos
IgD Monomerica B naive (BCR)
. Encontra-se envolvida em processos de resposta alérgica. Quando interage com
IgE | Monomérica baséfilos e mastocitos, provoca libertacdo de histamina,
. E a principal imunoglobulina da imunidade adquirida. Possui a capacidade de
I9G | Monomérica atravessar a barreira placentaria.
. Faz parte dos recetores de membrana dos linfocitos B virgens naive (BCR)
Monomerica
IigM

Pentamérica

E a primeira a ser segregada na resposta imunitaria adquirida. E a forma
encontrada no sangue.

Os anticorpos IgE medeiam as reacfes de hipersensibilidade imediata, que s&o

responsaveis pelos sintomas alérgicos (Kindt et al., 2007).

A IgE pode ligar-se a um recetor de baixa afinidade (FceRII, CD23) que se expressa na

superficie das células B, bem como noutras células hematopoiéticas, e a recetores de elevada

afinidade (FceRI), que se expressam em mastocitos e basdéfilos (Stone et al., 2010).

1.1.1.1.Interleucinas

As interleucinas, que pertencem a familia das citocinas, sdo proteinas ou péptidos

soltveis que sdo produzidos em resposta a antigénios, atuando como mensageiros do sistema

imunitario. Tém como func¢do induzir o crescimento e diferenciacdo de linfdcitos, ativacdo de

células efetoras e o desenvolvimento de células hematopoiéticas (Kindt et al., 2007). Na Tabela




4 encontram-se representadas algumas citocinas envolvidas na imunidade inata e na imunidade

adquirida.

Tabela 4 - Grupos funcionais de citocinas selecionadas (Kindt et al., 2007).

Citocinas envolvidas na imunidade inata

Citocinas

Interleucina 1
(IL1)

TNF-a

Interleucina 12
(IL12)
Interleucina 6
(1L6)

Interferao o (INF-
a)

Interferido p (INF-
)

Citocinas

Interleucina 2
(1IL2)

Interleucina 4
(1IL4)
Interleucina 5
(IL5)
Interleucina 25

TGF-p

Interferao y (IFN-
)

Segregada por

Monocitos, Macrofagos,

células endoteliais,
células epiteliais

Macrdfagos

Macréfagos e células
dendriticas
Macrdéfagos e células
endoteliais

Macréfagos

Fibroblastos

Alvos e efeitos

Vascular (Inflamag&o)
Hipotalamo (febre)
Figado (Inducdo de proteinas de fase aguda)

Vascular (Inflamacéo)

Figado (Inducdo de proteinas de fase aguda)
Perda de massa muscular, gordura corporal;

Inducéo de morte em muitos tipos de células
Ativacéo de neutrdfilos

Células NK
Influéncia a imunidade adaptativa

Figado (Inducdo de proteinas de fase aguda)
Influéncia a imunidade adaptativa

Induz um estado antiviral na maioria das células
nucleadas

Aumenta a expressdo das MHC classe |

Ativa as células NK

Induz um estado antiviral na maioria das células
nucleadas

Aumenta a expressdo das MHC classe |

Ativa as células NK

Citocinas envolvidas na imunidade adaptativa

Segregada por

Células T

Células Tx2, mastocitos

Células Ty2

Desconhecida

Células T, macrofagos e
outros tipos de células

Células TH1, células
CD8+, células NK

Alvos e efeitos

Proliferagdo das células T
Ativagdo e proliferacdo de células NK
Proliferagdo de células B

Promove a diferenciacéo das células Tx2

Geracdo e ativacao de eosindfilos

Induz secrecéo de citocinas das TH2

Inibe a fungdo efetora e de proliferacdo das células T
Inibe a proliferacdo de células B

Inibe os macroéfagos

Ativa os macrofagos
Aumenta a expressdo de moléculas MHC classe | e Il
Aumenta a apresentacdo do antigénio
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1.1.2. Reacdes de hipersensibilidade do tipo |
As reacdes de hipersensibilidade do tipo I, também conhecidas como reagdes de
hipersensibilidade imediata, sdo reacdes induzidas por um determinado tipo de antigénios,
denominados de alergénios. Caracteriza-se por ser uma reacgao rapida que origina um aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatagdo e contracdo do mdsculo brbénquico e visceral,

seguindo-se uma reacéo inflamatoria.

Este tipo de reacdo ocorre em individuos que se encontram mais suscetiveis para as
desenvolver, sendo chamados de individuos atopicos. As reacdes de hipersensibilidade do tipo |

requerem em duas fases (Figura 3): a fase de sensibilizacdo e a fase efetora.

Alergénio

«
CD4

o L = -
7 ,ﬂ?\‘ Vi W\
/ == »
T ,,,/ — -\ —J Tecidos alvo
g -4
Linfocito B Linfocito Ty —
Células do masculo liso

<5 e
Alergenio P
equenocs vasos sanguineos
o Aminas
Recetor Fc Vvasoativas ’{(:g
de IgE S 5 :

: Gléndulas mucosas
< -, =
-
i Plaquetas sanguineas

4

N\ — —
Wy

Célula meméria Célula Plasmatica Mastbcitos Desgranulacao Terminagdes
sensibilizados nervosas sensorlais

IgE P v
especifica do 5 .2?@‘5’"
alergénio \%;_?5.:"

Eosindfilos

Figura 3 - Mecanismo geral das reac6es de hipersensibilidade do tipo | (adaptado de kindt et al.,
2007).

1.1.2.1.Fase de sensibilizacéo
Neste tipo de reacdo as células do plasma segregam IgE em resposta a ativagdo por
células Tu2. A IgE liga-se com elevada afinidade aos recetores FceRI presentes nos mastdcitos e
basofilos. Assim, os basofilos e mastdcitos ficam sensibilizados. Uma exposi¢do mais tardia ao

mesmo alergénio vai provocar desgranulacdo destas células.

A fase de sensibilizacdo ocorre quando ha um primeiro contacto com o alergénio. Ao
contactar com a mucosa respiratéria ou oral, o alergénio vai ser endocitado por células
apresentadoras de antigénio (APC) (ver Tabela 5), particularmente pelas células dendriticas e
pelos macrdfagos. Estas células tem a capacidade de migrar para os ganglios linfaticos

drenantes e para zonas do tecido linfoide ligado as mucosas (Arosa et al., 2007).
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Tabela 5 — Caracteristicas principais das células apresentadoras de antigénio (retirado de Arosa et al., 2007).

Imaturas Maduras Quiescentes Ativados Quiescentes Ativados

Endocitose ~ Endocitose ~ Fagocitose ~ Fagocitose ~ Endocitose Endocitose

(+++++) (++4) (++++++) (++4) (+++) (+)
Constitutiva ~ Constitutiva Induzivel Induzivel Constitutiva  Constitutiva
(+++) (+H++++) (+) (+++) (+) (+++)
Constitutiva  Constitutiva Induzivel Induzivel Induzivel Induzivel
(+++) (++++4) +) (++4) (+) (+++)
Induzivel Induzivel Induzivel Induzivel Constitutiva  Constitutiva

+) (+++) (+) (+++) (+++) (++++)
Naive Naive Naive
Efetorasde  Efetoras de
Efetorasde  Efetoras de ) . . Efetoras de
. . memoria memoria .
memoria memoria memoria

Nos ganglios linfoides, as APC vao apresentar os péptidos degradados ao complexo
“major” de histocompatibilidade (MHC) da classe Il. Os linfocitos Tn com especificidade para
esses péptidos vao reconhecé-los, caso a apresentacdo de antigénio seja efetuada de forma
correta. Como consequéncia dessa interacdo, os linfocitos Tw vao ficar ativados, proliferar e
iniciar a producdo de interleucinas, nomeadamente IL4, IL5 e 1L13. A IL4 e IL13 que véo
induzir a mudanca de classe na cadeia pesada € da imunoglobulina, nos linfocitos B, e a
producdo de anticorpos IgE especificos ao alergénio. Assim, as moléculas de IgE vao entrar em
circulacdo e ligar-se aos recetores de alta afinidade que se encontram presentes nas membranas

dos mastacitos e baséfilos (Kindt et al., 2007).

Por outro lado, a IL5 é um dos principais fatores ativadores de eosinofilos. Estas células
sdo um dos grandes marcadores nas reagOes alérgicas e tém funcGes mistas, pois sdo células
efetoras que participam na imunopatologia e inflamacdo das doencas alérgicas, mas também

tém algumas caracteristicas anti-inflamatorias (Arosa et al., 2007).

As APC migram para zonas do tecido linfoide e apresentam antigénios as células efetoras
e moduladoras do sistema imunitario. A apresentacdo de antigénios processados, assim como a
eficiéncia desta apresentacdo na ativacdo de populacGes de linfocitos T especificas, vai
depender em grande parte do tipo de células envolvidas no processamento e apresentacdo. Entre

elas encontram-se células dendriticas, os linfdcitos B e os macr6fagos (Arosa et al., 2007).
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1.1.2.2.Fase efetora

A fase efetora ocorre quando h& um segundo contacto com o alergénio ao qual o
individuo tenha ficado sensibilizado. Neste caso, como ja ha uma percentagem elevada de
moléculas de IgE ligadas a superficie dos mastécitos, ocorre a ligagdo de duas ou mais
moléculas de IgE adjacentes a determinantes antigénicos presentes no antigénio. A ligacdo
transversal das moléculas de IgE ao alergénio induz os mastécitos e baséfilos a deslocarem os
seus granulos para a membrana plasmatica, libertando o seu contetido para o meio extracelular,
num processo conhecido como desgranula¢do. Como resultado, véo ser libertadas substancias
farmacologicamente ativas, que vao dar origem a manifestacGes alérgicas (Arosa et al., 2007;
Kindt et al., 2007).

Na fase efetora, podem ainda ser distinguidas em duas fases: a fase imediata e a fase
tardia. A fase imediata ocorre quando ha ligacdo do alergénio as moléculas de IgE que se
encontram presentes nas superficies das células, resultando na ativacdo da membrana dos
mastocitos, 0 que vai permitir a entrada de ides Ca?* através a membrana e desencadear dois
processos: primeiramente a exocitose dos granulos contidos nos mastocitos, com a libertagéo de
grandes quantidades de mediadores que existem no estado de pré-formados, como as
histaminas, enzimas proteoliticas, heparinas e fatores quimiotaticos (Goldstein & Dembo,1982).

A fase tardia ocorre algumas horas mais tarde (entre 8 a 12horas) e é causada pela sintese
induzida e libertacdo de mediadores, que incluem os leucotrienos, quimiocinas e citoquinas a
partir dos mastocitos ativados. Estes vdo recrutar outros leucdcitos, incluindo os eosindfilos e as
células Tu2, que vao libertar no seu ambiente diferentes interleucinas. As IL4 e IL13 vdo manter
a reacdo alérgica, ativar os linfocitos B, e assim, a sintese de IgE. Os eosinofilos véo ser
ativados pelas IL3 e GM-CSF (fator de crescimento das coldnias granuldcito-macrofagicas) e,
por sua vez, libertam mediadores inflamatdrios, que vao ser responsaveis por uma nova

manifestacdo alérgica.

1.1.2.3.Natureza dos alergénios e reatividade cruzada
Os alergénios pertencem a familias diferentes de proteinas, de acordo com as suas
caracteristicas intrinsecas. Os membros que pertencem a mesma familia de proteinas podem
compartilhar epitopos que sdo reconhecidos pelas mesmas IgE, e que por isso podem

desencadear reagdes alérgicas resultantes de reatividade cruzada (Kindt et al., 2007).

A Figura 4 mostra um exemplo de uma reagédo cruzada entre Bet v 1 e Mal d 1, onde
epitopos homdlogos sdo reconhecidos pelas mesmas IgE. Proteinas com sequéncias de
aminoécidos semelhantes (indicadas com as linhas vermelha e verde), sdo processadas pelas

células apresentadoras de antigénio de forma semelhante. A sublinhado encontram-se 0s
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residuos de aminoacidos semelhantes, que por ativacdo das células T, induzem proliferacéo e

producéo de citocinas (Bohle, 2014).

Bet v 1 Mal d 1
N —C N
TLLRAVESYLLAHSDAYN GLFKL| ESYLKDHPDAYN

%)

==

00 ™ u
Q{@ IL-13

Figura 4 — Exemplo de um mecanismo de reatividade cruzada (retirado de Bohle, 2014).

A relevancia clinica da reatividade cruzada parece ser influenciada por varios fatores
incluindo o hospedeiro (resposta imunitaria contra hospedeiro), a exposicéo e o alergénio. As
reacOes alérgicas requerem geralmente uma exposicéo repetida ao alergénio. Desta forma, os
niveis de IgE e a sua afinidade constituem aspetos importantes para a ocorréncia de reatividade
cruzada. As caracteristicas estruturais das proteinas sdo também um fator determinante para a

ocorréncia deste fendmeno (Ferreira, Hawranek, Gruber, Wopfner, & Mari, 2004).

1.1.3. Terapéutica medicamentosa na alergia

Os medicamentos utilizados para o tratamento das doencas alérgicas atuam a varios
niveis da cascata imunopatolégica destas doencas. Alguns sdo utilizados para contrariar 0s
efeitos de mediadores sobre recetores celulares, enquanto outros tem por objetivo a diminuicdo
da libertacdo de mediadores dos mastdcitos (Arosa et al., 2007). Para a terapéutica
medicamentosa sdo  geralmente  utilizados  anti-histaminicos,  corticosteroides e

simpaticomiméticos (Infarmed, 2016).

O uso de anti-histaminicos proporciona o alivio de sintomas, no entanto, a longo prazo a
sua utilizacdo tem potenciais efeitos secundarios, podendo deixar de ser benéficos. O uso de
anti-histaminicos pode reduzir os sintomas de rinorreia e espirros, mas causar sonoléncia
(Pandey, 2016).

No que diz respeito aos corticosteroides, os glucocorticoides sdo 0s medicamentos mais

eficazes no tratamento das doencas alérgicas. Existem varios estudos que demonstram que este
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tipo de medicacdo melhora de forma significativa os sintomas de asma brénquica, rinite alérgica
e outras doencas alérgicas. Em termos de mecanismos imunomoduladores, os corticosteroides
inibem significativamente a inflamagdo alérgica asmatica, ao atuarem sobre varios tipos de
celulas inflamatorias, nomeadamente em termos da produgdo de interleucinas (Arosa et al.,
2007).

Dentro dos medicamentos simpaticomiméticos encontram-se a adrenalina ou epinefrina,
que é utilizada no tratamento de emergéncia das reacdes de anafilaxia. Os individuos que fazem
reacOes alérgicas graves a picadas de insetos ou a outros alergénios devem possuir seringas de
adrenalina prontas para autoinjecéo por via intramuscular (Infarmed, 2016).

1.1.4. Métodos usados no diagnostico de alergias

1.1.4.1.Teste in vivo - skin prick test — SPT
Os testes cutaneos por picada (ou skin prick test - SPT) representam o primeiro método de
diagnostico em individuos com histdria clinica sugestiva de rinite alérgica e/ou asma, sendo
utilizados para demonstrar uma reacdo alérgica imediata, mediada por IgE (Bousquet et al.,
2012). S&o frequentemente utilizados, pois para além de serem de facil execucdo, permitem um
diagnostico rapido (Genser & Schmid-Grendelmeier, 2014). Tem a desvantagem de provocar
incobmodo ao doente e de ndo poder ser realizado em criangas com menos de 6 anos. O tipo de

alergénios a testar é decidido com base na histdria clinica (Berger, 2002).

Neste tipo de teste a pele do individuo é inoculada uma pequena gota de varios
alergénios, de forma a perceber qual € que provoca reagdo alérgica no doente (ver Figura 5). Sdo
ainda utilizadas duas amostras que servem de controlo, uma em que o controlo ird causar reagcdo
em todos os pacientes e 0 outro ndo devera causar qualquer reacdo. Como consequéncia da
administracdo dos alergénios, vai haver formacdo de uma papula, que é medida, sendo a sua

dimensdo um possivel indicador da severidade da doenca (Berger, 2002).

Figura 5- Exemplo de um teste PRICK (retirado de allergyclinic.co.uk 1),
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1.1.4.2.Radio-allergosorbent test (RAST) e Enzyme-Allergosorbent test
(EAST)

O radio-allergosorbent test (RAST) foi descrito pela primeira vez em 1967 (Crameri,
2014), permitindo quantificar niveis de IgE especificos para alergénios (Pakrasit, Andersson,
& Norling, 2002). O alergénio era imobilizado numa fase solida e as maltiplas moléculas de
alergénio reagiam com os anticorpos IgE especificos presentes numa amostra de soro de um
individuo alérgico. Os anticorpos anti-IgE, marcados radioativamente ligavam-se a IgE
especifica do individuo, formando um complexo. Posteriormente media-se a radioatividade do

complexo, mediante um contador gama (Crameri, 2014).

Ligacdo do alergénio a

.. IgE esepcifica
Alergénio € colocado na g P

fase solida

IgE ndo especifico & S
removido pelas lavagens Anti-lgE marcado
com enzima

Detegdo

Figura 6— Esquema ilustrativo da técnica EAST (adaptado de Arosa et al., 2007).

Atualmente, esta técnica foi substituida pela EAST (enzyme-allergosorbent test) (Figura
6). O principio desta técnica é semelhante ao RAST, no entanto, em vez de se utilizar um
radiois6topo, utiliza-se um anticorpo anti-IgE conjugado com um enzima. Ap6s a adi¢do de
substrato, é possivel medir a fluorescéncia do eluido. Quanto mais alto o valor da resposta,

maior a presenca de IgE especifica na amostra.

Estas técnicas fornecem-nos informacdes semelhantes aos testes cutaneos por picada, ndo
sdo afetados por medicamentos e indicam um resultado quantitativo. Sdo muito Uteis nos casos
em que os individuos ndo cooperem na execucdo de testes cutdneos. No entanto, quando

comparado com o teste cutaneo por picada, € menos sensivel e muito mais dispendioso.

1.1.4.3.ImmunoCap
O teste Immunocap combina um biochip e um alergénio natural e recombinante
purificado. A tecnologia baseia-se na capacidade de ligacdo total dos anticorpos a este

antigénio, conseguida através de uma elevada capacidade de ligacdo. Assim, é assegurada a
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ligacdo de todos os anticorpos relevantes, independentemente da sua afinidade ao antigénio

(citado de phadia.com®l).

Existem vérios tipos de ImmunoCap, sendo que o ImmunoCap - Total IgE possibilita a
andlise da sensibilizacdo a alergénios permitindo o diagnostico clinico de alergias mediadas por
IgE. Um outro tipo, o ImmunoCap - Specific IgE, tem por objetivo diferenciar pacientes
atdpicos de ndo atdpicos e dispde de 650 alergénios diferentes e 90 componentes de alergénios,
permitindo detetar de forma sensivel e exata IgE especificas para determinados alergénios
(citado de phadia.comtl).

Existe ainda um dispositivo que permite, com base nos testes anteriores, um diagndstico
em minutos, embora semi-quantitativo, para uma bateria de 10 alergénios (ver Figura 7),
designado de ImmunoCap - Rapid. Este dispositivo gera um perfil de IgE fiavel e de fécil

compreenséo (citado de phadia.com().

Figura 7 — lHustragio do teste ImmunoCap - Rapid (adaptado de phadia.com 1),

1.1.4.4. Testes de ativacdo de basofilos
Os métodos imunoquimicos anteriormente apresentados dependem da ligacdo da IgE a
moléculas que se encontram ligadas a suportes sélidos, o que pode alterar a integridade
estrutural dos alergénios e assim modificar os epitopos relevantes que induzem sintomas
alérgicos in vivo (Vogel, Littkopf, Hatahet, Haustein, & Vieths, 2005). Para além disso, 0s
métodos imunoquimicos ndo fornecem informacdes sobre a capacidade de uma proteina induzir

reacOes alérgicas, como acontece com 0s testes in vivo.
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Figura 8 - Esquema ilustrativo do teste de ativagdo de basofilos (Adaptado de raphaels7.wordpress.com B),

De forma a ultrapassar os problemas associados aos métodos imunoquimicos, foram
desenvolvidos testes funcionais em basofilos de individuos com sintomatologia alérgica, que

procuram quantificar a resposta celular a um determinado estimulo (Figura 8) (Hoffman, 2014).

Para ultrapassar o inconveniente de ter que obter baséfilos de individuos para a realizagdo
do teste, 0 que gerava alguma diversidade de resposta, foi desenvolvida uma linha celular
continua de basofilos de rato que expressam o recetor de elevada afinidade da IgE humana
(Vogel et al., 2005).

O teste de ativacdo de basofilos é realizado através da medicéo da libertagéo de histamina
ou por libertagdo de outros mediadores em resposta a exposi¢do do alergénio (ver Figura 8)
(Hoffman, 2014).

Este tipo de teste é utilizado quando o historial do doente e as IgE especificas ou os
PRICK séo discordantes, ou se o historial do doente indica que os testes cutaneos por picada

possam provocar alguma reacdo sistémica (Hoffman, 2014).

1.2.Polinose (alergia ao pdlen)

A polinose, também conhecida como febre do feno, é uma desordem comum que pode
ser uma importante causa de morbidade (Darrow et al., 2012). A maior parte dos individuos que
sofrem de polinose, apresentam manifestagfes clinicas ao nivel do sistema respiratorio, como
rinorreia, espirros, obstrucdo das vias nasais para conjuntival, prurido faringeo e lacrimejo, que
podem tornar-se mais graves com a exposi¢do anual ao polen (Jianan, Zhiyun, Hua, Xiaoke, &
Hong, 2007; Pandey, 2016).

A sensibilizagdo aos alergénios pode ocorrer de forma isolada ou associada a outros
alergénios perenes, como alergénios de acaros. Deste modo a sintomatologia pode ocorrer
exclusivamente na Primavera, durante a época polinica ou durante todo o ano (Taketomi,
Ferreira, Moreira, Assis, & Vieira, 2006b).
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A alergia ao pdlen possui um impacto muito importante na Europa e ha evidéncias que,
nas Ultimas décadas, tem aumentado a sua prevaléncia, especialmente na Europa Ocidental, nos

paises industrializados (Rodriguez -Rajo et al., 2010)

A polinose e a geografia estdo intimamente ligadas, pois tanto a distribuicdo das plantas
alergizantes como das populacfes expostas sdo os fatores que mais influenciam a existéncia

deste fendmeno (Alcaraz, 1996).

1.2.1. Tipos polinicos alergizantes em Portugal

Entre as plantas mais alergizantes, encontram-se essencialmente trés grupos: as arvores
que possuem uma polinizagdo dominante no final do Inverno e inicio da Primavera, onde se
destacam as familias das Cupressaceae, Corylaceae, Oleaceae, Pinaceae, Platanaceae,
Fagaceae e Betulaceae; as ervas, que incluem as diferentes espécies de gramineas e polinizam
predominantemente na Primavera e inicio de Verdo, e finalmente, o grupo de plantas silvestres
ou chamadas ervas daninhas e arbustos com polinizacdo, que se inicia na Primavera, se estende
por todo o Verdo e inicio do Outono e que incluem familias como as Urticaceae, Compositae,
Chenopodeaceae e Plantaginaceae.

Em Portugal, os grdos de pdlen com contagens mais elevadas pertencem as familias das
Gramineae, Oleaceae, Fagaceae, Pinaceae, Cupressaceae, Platanaceae e Urticaceae (Todo-
bom, Nunes, & Caeiro, 2004).

De acordo com um estudo realizado entre os anos 2002-2004 por Todo-bom et al, as
cidades do Sul de Portugal apresentam valores de contagens polinicas mais elevadas, sendo que

Evora é a cidade que apresenta

Urtica
Quercus 15,7% Q-suber9,2%  Rumex 2,8% - membranacea
7,4%

contagens maximas, guando

comparada com as outras cidades

estudadas (Porto, Lisboa, Coimbra e \ :

Portimdo). Este estudo evidéncia

Diversos 4,2%

/Bd.ulacac 0,3%

também que, em relagd0 ao0S tiPOS  puces 25 196/ , : .

polinicos dominantes em cada uma das
Platanus 7,7% e
-~ Ly Pl ,9%
regides estudadas, a analise dos valores e

Pinaceae 1,2% Olea 8,8%

percentuais de pdlen para o ano 2004 Parictaria 2,6%

para cada especie, revela que apesar das Figura 9 - Valores percentuais de tipos polinicos na regido

espécies mais alergizantes estarem d¢ Evora (retirado de Caeiro, 2013).

representadas em todo o territorio
nacional, existem espécies especificas de cada regido que devem ser consideradas na avaliacdo

dos individuos alérgicos (Todo-bom et al., 2004). No que diz respeito aos meses de Inverno,
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nomeadamente a Janeiro e Fevereiro, sdo observadas contagens muito elevadas para
Cupressaceae e Urtica. A partir do més de Marco e durante toda a Primavera, foram observadas
contagens elevadas de Pinus, Quercus, Parietaria, Poacea, Olea, Platanus Rumex, Plantago e
Compositae (Todo-bom et al., 2004).

Na cidade de Evora, embora se observem valores elevados de diversos tipos polinicos, os
da familia das gramineas, da azinheira, do sobreiro e da oliveira sdo os que mais se destacam
devido aos valores percentuais que atingem (ver Figura 9). De acordo com um estudo realizado
por Caeiro, 2013, os pblenes provenientes da familia de Poaceae e do género Quercus sao 0s
mais prediminantes na cidade de Evora, constituindo cerca de 25,1% e 24,9% do polen total

anual, respetivamente (ver Figura 10).

Taxa
Castanea sativa || Taxa
Myrtaceae | Asteraceae I
Betulaceae | Chnopodiaceae - I
Amarantheceae
Pinaceae [l
Rumexsp [
Platanus hybrida [
Plantagosp [
Oleaeuropaca NN
Cupressacea - urticacea |
Quercus sp. | boscece

0 10 20 30 40 50 %

=}

20 40 60 %

Figura 10 - Taxa de arboreos (A) e Taxa de herbaceos (B) de Evora entre o ano 2001 e 2008 (adaptado de
Caeiro, 2013).

1.2.1.1.Gramineas — “Dactylis glomerata”

As gramineas pertencem a uma vasta familia de plantas com
flor, tecnicamente designada Poaceae (ou Gramineae), de
distribuicdo cosmopolita, constituida por 650-700 espécies e cerca de
1200 espeécies (Caeiro & Nunes, 2014). A morfologia tipica de uma

graminea é muito semelhante em todas as espécies (citado de uc.ptf®).

As plantas da familia Poaceae s&o as principais fontes de

alergénios de poélen de gramineas, devido & sua ampla distribui¢do

mundial e & sua grande capacidade de producéo de pdlen (Taketomi,

Figura 11 - Imagem
representativa da flor de D.
glomerata (retirado de flora-
on [,

Ferreira, Moreira, Assis, & Vieira, 2006a).
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A D. glomerata (ver Figura 11) € uma graminea perene comum e esta entre as espécies
com maior poder alergénico. E nativa da Europa, Asia e norte de Africa e encontra-se
frequentemente em bordas de floresta, pastagens e prados (Parveen, Winters, Threadgill, Hauck,
& Morris, 2008). Esta graminea pertence a classe Magnoliopsida e subclasse Commelinidae e
reproduz-se por polinizacdo anemofila. Apesar da floragdo das gramineas ter lugar durante todo
0 ano, na maioria das espécies esta ocorre nos meses de Maio e Junho e é afetada por
parametros meteoroldgicos, sendo a temperatura um dos fatores mais importantes para a
polinizagdo desta espécie (Tormo-Molina, Maya-Manzano, Silva-Palacios, Fernandez-
Rodriguez, & Gonzalo-Garijo, 2015).

1.2.1.2. Platano - “Platanus hybrida”

O Platano é uma planta arbdrea, utilizada como sobra ornamental, que se encontra
geralmente em parques, pragas, jardins, passeios, margens de estrada, ruas e cursos de agua,
sendo mais abundante em solos profundos e frescos (Rede Portuguesa de Aerobiologia, 2015).
O nome especifico hybrida resulta do provavel cruzamento entre as espécies, Platanus

orientalis da Europa-Asia e Platanus occidentallis do Norte da américa. E uma das arvores mais

observadas no oeste da Europa devido a sua resisténcia a doengas e a polui¢cdo ambiental,
apresenta um crescimento rapido e é amplamente utilizada com fins ornamentais (Arilla et al,

2005). Em Portugal esta arvore encontra-se amplamente distribuida (ver Figura 12 A).

Figura 12 - Distribuicdo geogréfica de platano em Portugal (A) (retirado de “jardim botanico utad | platanus

hispanica,” [l); imagem de uma arvore de platano (retirado de allergome.org )

O platano é uma planta anemofila, que liberta uma grande quantidade de polen , tendo
este elevadas contagens no ar do sul da Europa, incluindo Portugal e Espanha (P Alcéazar et al.,
2011). A época polinica do polen de platano € curta e intensa, ocorrendo entre Margo e Abril. O

polen aparece abruptamente no ar e 0 pico da sua contagem ocorre usualmente uma semana
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apos o inicio da época polinica (P Alcazar et al., 2011). A presenca de polen no ar fora da
estacdo polinica é causada por reflutuagdes do pdlen depositado na prdpria planta ou em
obstaculos perto da planta (Rede Portuguesa de Aerobiologia, 2015).

Diversos estudos clinicos tém identificado o platano como uma das principais causas de
alergia ao pdlen em muitas cidades espanholas. O polen de platano é considerado um dos
polenes mais alergizantes em casos de alergia ao pdlen. Em Madrid, onde as arvores de platano
se encontram em maior nimero, a prevaléncia dos testes cutdneos positivos é de 52-56%
(Purificacion Alcéazar, Galan, Torres, & Dominguez-Vilches, 2015). De acordo com um estudo
realizado por Galveias em 2015, na cidade de Evora existem 438 arvores de platano (Galveias,
2015).

1.2.1.3.Azinheira — “Quercus rotundifélia”

A azinheira, é uma arvore angiospérmica dicotiledonea ou folhosa. Pertence a ordem das
Fagales, familia das Fagaceas, género Quercus. Originaria do sul da Europa, € espontanea em
quase toda a bacia do mediterraneo (citado de arvoresdeportugal.free.fr %), E uma éarvore de
copa geralmente ampla e arredondada, pode alcancar os 25 m de altura, ainda que raramente
ultrapasse os 15-20m. Mantém as folhas verdes todo o ano e floresce na primavera, entre 0s
meses de Abril-Maio (citado de plantarumaarvore.org 1),

A azinheira é classificada como Quercus ilex, apresentando uma folhagem verde escura e
lustrosa e as folhas de ovado-lanceoladas e elipticas ou como Quercus rotundifolia que possui
uma folhagem acinzentada e baca, folhas pequenas, grossas e arredondadas (Lumaret, Mir,
Michaud, & Raynal, 2002). Quanto a denominag¢do “ilex” ou “rotundifolia” ainda nio existe
unanimidade, pois para alguns botanicos existe apenas uma espécie de azinheira designada de
Q.ilex, que teria duas subespécies: Q.ilex subsp. ilex e Q.ilex subsp.rotundifolia (citado de

sombra-verde.blogspot.pt [*21),

No que diz respeito a sua distribuicdo geogréfica, a azinheira localiza-se em zonas
mediterranicas continentais ou subcontinentais. Em Portugal encontra-se em grande parte do
territorio (ver Figura 13), exceto nos climas temperados do norte e centro litorais( citado de
florestar.net™). A época de polinizacdo e floracdo da azinheira ocorre entre Margo e Abril e a
maturac&o dos seus frutos no Outono. Na regido de Evora, o pico polinico do pélen de azinheira
ocorre geralmente no més de Abril, cerca de um més antes da época polinica das gramineas
(Caeiro, 2013).
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Figura 13 - Distribuicio geografica da azinheira em Portugal (A) (retirado de naturdata.com [41); Imagem

representativa da arvore de azinheira (B) (retirado de flora-on.com [1); Imagem representativa da folha de azinheira
(retirado de flora-on.com [71),

1.2.2. Polen e os seus alergénios
O grdo de polen é uma estrutura especializada que contém os gametas masculinos das
plantas com flores e que tem como funcéo bioldgica fecundar o gametofito feminino. Na

natureza, os pdlenes possuem varios formatos e tamanhos (Figura 14).

Figura 14 - Gréo de polen de D.glomerata (A), Q.rotundifolia (B); P.hyspanica (C) (retirado de pharmallerga.com [5]
e plantasyhongos.es [161),

O vento e outros agentes transportam o polen das anteras até ao estigma da mesma flor
ou de outra flor da mesma espécie, permitindo assim a reproducdo. As plantas polinizadas pelo
vento libertam o polen para a atmosfera durante a época polinica. Estes pdlenes tornam-se parte
do aerossol atmosférico, existindo em suspensdo juntamente com outras particulas (Duque,
Guimardes, Ribeiro, Sousa, & Abreu, 2013).

Os alergénios provenientes do pélen sdo proteinas ou glicoproteinas lipossolUveis que
possuem um peso molecular que varia entre os 10 -70 kDa, sdo frequentemente resistentes a

mudancas de pH e a temperaturas elevadas (Puc, 2003).
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No que diz respeito a nomenclatura dos alergénios polinicos, esta foi unificada com base
em recomendacdes publicadas pela Organizacdo Mundial de Saldde em 1994, em que as
designacgdes derivam das primeiras trés letras do género, da primeira letra da espécie e o
algarismo que acompanha as letras denota a sequéncia de identificacdo e descricdo de um
determinado alergénio (Puc, 2003).

1.2.2.1.Alergénios encontrados nas gramineas

Os alergénios do pdlen de gramineas sdo a causa mais
comum de alergia e, em todo o mundo, pelo menos 40% dos
individuos alérgicos encontram-se sensibilizados a poélenes de
gramineas (Puc, 2003; Taketomi et al., 2006a). Estes alergénios
demonstram uma intensa reatividade cruzada com outras espécies
(Puc, 2003). Muitos dos alergénios de D. glomerata ja foram
caracterizados (Tabela 6). Do ponto de vista clinico, os alergénios

do grupo 1 sdo os mais importantes, sendo reconhecidos
aproximadamente por 95% dos pacientes sensibilizados a polen Figura 15 - Distribuigio

. . , . geogréfica de D. glomerata em
de gramineas, seguindo-se os alergénios do Qrupo 5, portugal (retirado de “jardim

botdnico utad |  dactylis

reconhecidos por cerca de 85% destes individuos. Outros o 18]
glomerata” (&),

alergénios clinicamente relevantes sao os do grupo 2, 3, 4 e 13
que sdo reconhecidos por mais de 50% dos individuos alérgicos ao pdlen de gramineas
(Fahlbusch et al., 1998).Um dos fatores a ter em conta é a reatividade cruzada, constatada entre

os alergénios presentes no pélen de gramineas (Alcaraz , 1996).

Tabela 6 - Caracteristicas dos diferentes alergénios de D. glomerata (retirado de allergome.org ).

Dacg1l Expansina 32 kDa 6 Lol p1
Dacg?2 Desconhecida 10 kDa
Dacg 3 Desconhecida 14 kDa 9
Dacg4 Berberine Bridge Enzymes 60 kDa 10,4

. Lol p5
Dac g5 Ribonucleases 26 kDa Phl p5
Dacg7 Ca?*-BP, Polcalcina 9 kDa
Dac g 12 Profilina 14 kDa Che a2
Dac g 13 Poligalacturonases 60 kDa
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A Tabela 6 apresenta, além da funcdo bioldgica dos alergénios mais relevantes de D.
glomerata, as suas caracteristicas bioquimicas em termos de massa e ponto isoelétrico (pl).
Identifica ainda alguns alergénios de outras espécies de gramineas que apresentam reatividade
cruzada com D.glomerata. Esta reatividade cruzada é muito provavelmente explicada por se
tratarem da mesma familia de proteinas, ou de proteinas com uma grande homologia

sequencial/estrutural.

1.2.2.2.Alergénios encontrados em platano

Muitos dos alergénios correspondentes a esta espécie ja foram isolados e caracterizados.
O primeiro alergénio a ser identificado foi o Pla a 1, é considerado o alergénio “major” e
também o principal da espécie Platanus (Ferndndez-Gonzélez, Guedes, Abreu, & Rodriguez-
Rajo, 2013). O nivel de sensibilizacdo da populacdo ao polen de platano ainda ndo se encontra
claro, no entanto, a bibliografia refere que cerca de 87% dos individuos sensibilizados ao po6len
de platano reagem a Plaa 1 e 83% a Pla a 2 (Asturias et al., 2002). As caracteristicas de cada
alergénio encontram-se representadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas dos diferentes alergénios de P.hybrida (retirado de allergome.org [).

Alergénio Funcdo Biologica Massa Molecular pl
Plaal Inibidor da Invertase 18 kDa 9.3
Plaa 2 CCD-b-P? 43 kDa >9.3
Plaa3 nsLTP tipo 1 10.5 kDa >7
Plaas Ribonuclease 35 kDa
Plaa8 Profilina 15 kDa

Pla TLP TLP? 25 Da

1.2.2.3.Alergénios encontrados em Quercus
O pélen deste grupo tem sido considerado pouco alergizante e encontra-se provavelmente
por essa razdo, pouco estudado. Para esta espécie ainda ndo foram identificados alergénios, no

entanto, para outras espécies do género Quercus, alguns ja foram caracterizados (ver Tabela 8).
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Tabela 8 - Caracteristicas dos diferentes alergénios das espécies do género Quercus (retirado de
allergome.org 1),

Alng1l
Q. alba Queal 17 kDa Proteinas - PR Betv1
Carb1l
Alng2
Q. alba Quea?2 14 kDa Betv 2
Carb?2
. . Alng4
Q. alba Quea4 9 kDa Protemas: Ilgantes Betv 4
de célcio Carb 4
Q. rubra Querul Proteinas- PR
Q. suber Quesul Proteinas - PR
Q. robur Percursor da 25,8 kDa
Legumina
Q. serrata Legumina 15,1 kDa
Q. gilva Legumina 8 kDa

1.3.Metodologias usadas na investigacao de novos alergénios

1.3.1. Eletroforese

O termo eletroforese refere-se ao movimento de moléculas com carga em resposta a
aplicacdo de um campo elétrico, resultando na sua separagio. E uma técnica muito utilizada
para separacdo de proteinas e de acidos nucleicos, uma vez que sdo moléculas ionizaveis ou

com carga.

1.3.1.1.SDS-PAGE

A eletroforese em SDS-PAGE é uma das técnicas mais utilizadas para a anélise de
proteinas (Figura 16). E um tipo de eletroforese que utiliza amostras desnaturadas pelo calor na
presenga de agentes desnaturantes, como o B-mercaptoetanol ou o di-tiotreitol (DTT), que
quebram as pontes dissulfeto presentes rompendo assim possiveis estruturas terciarias, e 0 SDS,
que é um agente aniénico que se liga a radicais hidréfobos das proteinas e que desnatura a
proteina, agindo ainda na separagdo das cadeias polipeptidicas isoladas. O SDS confere carga
negativa as proteinas, facilitando a separacdo por peso molecular, essa mobilidade esta

relacionada diretamente com o tamanho da proteina.

Outro fator que influéncia a mobilidade das proteinas no gel é o tamanho dos poros do

mesmo. Concentragdes elevadas de acrilamida (13-20%) originam poros pequenos e Sao
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utilizados para resolver moléculas pequenas, enquanto que concentra¢fes baixas de acrilamida
(7-12%) séo utilizadas para separar proteinas de grandes dimensdes. Dessa forma, as proteinas
grandes ficam retidas no inicio da corrida e 0s pequenos péptidos migram até ao fim do gel.

No fim da eletroforese, o gel pode ser corado com azul de Comassie ou seguir para
imunoblot, para identificagdo das bandas proteicas. Uma vez separadas e identificadas, a
posicdo das proteinas é definida por comparacdo a migracdo de um padrdo, que contém
proteinas de massa molecular conhecida. Dessa forma, é possivel determinar o tamanho
molecular de proteinas entre 5 e 250 kDa, dependendo do gel e do padréo utilizado (Bio-Rad,
2007).

A Figura 16 mostra uma representagdo esquematica de uma eletroforese com separagdo
proteica por SDS-PAGE.

| l |— «cassete do gel
tamp3o de corrida
= —h\ |

iﬂ—ﬁ
anodo (+) | — catodo (-) ! — ‘
L . ; M -

tanque fonte de energia

bandas proteicas
separadas

Figura 16 - Representacdo esquemdtica de eletroforese por SDS-PAGE (adaptado de
protocolosonline.coml7).,

1.3.1.2.Focagem isoelétrica - IEF

A focagem isoelétrica € um método que permite a separacdo de proteinas e péptidos de
acordo com o seu ponto isoelétrico, ou seja, com base no pH para o qual a proteina tem carga
neutra, o que depende dos grupos funcionais de cada uma (Figura 17). O gel utilizado neste tipo
de eletroforese tem um poro largo e contém anfélitos, que se dispdem apos a aplicacdo de um
campo elétrico, de forma a produzir um gradiente continuo baseado nas suas cargas totais,
estabelecendo assim um gradiente de pH. As proteinas carregadas vdo deslocar-se ao longo do
gradiente de pH até atingirem o seu pl, ou seja, até atingirem a zona onde a sua carga global é
nula, deixando entdo de migrar. Neste ponto as proteinas dizem-se “focadas” (Amersham,
1998).

T;1 8 e - '1'} )
9 9 g
84 8 1 Igu
aBale
74 -
Samola
61 [Gideldn &H =S
(A
51 Bl
$Ad
4 s
3l ]

Figura 17 - Representacdo de uma IEF (Amersham, 1998)
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1.3.2. Imunoblot
O imunoblot é uma técnica que permite a identificacdo de proteinas especificas a partir de
uma mistura complexa de proteinas. Esta técnica utiliza trés elementos: a separacdo de proteinas
(por focagem isoelétrica e/fou SDS-PAGE); a transferéncia das proteinas para um suporte sélido
e marcacdo das proteinas com um anticorpo primario e secundario

4 (citado de abdserotec.com).

As proteinas separadas por eletroforese sdo transferidas para

uma membrana de forma a obter uma réplica do padrdo das proteinas

8 no gel. Para a transferéncia, podem ser utilizados varios métodos:
{;w aplicagcdo direta, como é o caso do dot blot, transferéncia ativa
'*'T*q . (eletrotransferéncia) ou transferéncia passiva (por capilaridade).
4 Ap0s a transferéncia, procede-se ao bloqueio da membrana de forma

a saturar os locais de ligacdo da proteina ndo ocupados, para evitar
Figura 18 - Esquema |isacges njo especificas dos anticorpos. A membrana é depois
ilustrativo dos processo de

imunodetecdo (adaptado de jncubada com o anticorpo primario.
genscript.comil),

Seguidamente é colocada em contacto com um anticorpo
secundario que se encontra conjugado com um enzima (fosfatase alcalina ou peroxidase) que
vai funcionar como um sinalizador molecular, permitindo a visualizacdo da proteina detetada.
Para que 0 enzima seja detetado é necessaria a utilizacdo de um substrato que é geralmente
quimiluminescente e quando é combinado com o enzima produz como bioproduto
acompanhado de emissdo de radiacéo eletromagnética. Esta radiacdo vai ser detetada através de
uma camara de imagem apropriada para a detecdo de quimiluminescéncia. A intensidade da
radiacdo obtida est4 correlacionada com a quantidade de antigénio que se encontra presente na
membrana, independentemente do substrato que tenha sido utilizado (citado de

abdserotec.com@).

1.3.3. Utilizacdo de linhas celulares
Os métodos imunoquimicos ja descritos permitem identificar se um determinado
individuo possui IgE especifica para um determinado alergénio ou extrato de alergénios.
Contudo, essa informacdo ndo permite, diretamente, prever a possibilidade de ocorréncia de
reacdo alérgica do tipo 1. O recurso a linhas celulares de mastécitos ou baséfilos sensibilizados
tem a vantagem de permitir reproduzir a resposta bioldgica in vivo, simulando a resposta do

organismo (Vogel et al., 2005).

A linha celular RBL foi desenvolvida em 1973 através da indugdo de leucemia em ratos

alimentados com um carcinogénio quimico, a R-cloratinamina. Nesta linha de basdfilos, era
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possivel avaliar a libertacdo de histamina em resposta a estimulo com alergénios (Eccleston,
Leonard, Lowe, & Welford, 1973).

Mais recentemente, foram desenvolvidas, por transfe¢do dos basofilos com cDNA para o
recetor humano de IgE de elevada afinidade, linhas RLB que expressam este recetor (VVogel et
al., 2005), e que permitem o estudo da sensibilizacdo a alergénios em soros de pacientes
humanos alérgicos. Existem dois clones que normalmente sdo utilizados, por se ter comprovado
a manutencdo dos mecanismos de regulacéo de libertagdo de histamina, as RBL-2H3 e RBL-
h21 (Barsumian, Isersky, Petrino, & Siraganian, 1981). Estas linhas apresentam curva dose-
resposta em forma de sino, caracteristica da ativacdo das células mediadas pelo recetor de IgE
de elevada afinidade (Wilson, Pullar, Camp, & Helm, 1993) e tém sido utilizadas na

padronizagdo dos extratos de polen (Kaul et al., 2007).

Para este fim, as células mantidas em cultura sdo primeiramente incubadas com soros de
individuos alérgicos, e as moléculas de IgE presentes nestes soros ligam-se na superficie celular
(no recetor de IgE de elevada afinidade). A estimulacéo subsequente com extratos de alergénios
induz libertacdo de histamina, que pode ser quantificada. Assim, é possivel estudar a atividade
bioldgica dos extratos, sem recurso direto aos testes de provocagdo atualmente conduzidos in
vivo (Vogel et al., 2005).
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CAPITULO 2
Objetivos






2.1. Objetivo geral
Este trabalho tem como principal objetivo o estudo do perfil alergologico do pélen de

P.hybrida e Q.rotundifolia numa populacéo de Evora com doengca alérgica respiratoria.

2.2. Objetivos especificos
I.Estudo da imunorreatividade a P.hybrida e Q.rotundifolia na populacio de Evora. Neste
ambito:
» Averiguou-se a correlacdo de vendas de medicamentos anti-alérgicos com as curvas
polinicas
» Averiguou-se a sensibilizacdo da populacdo recorrendo a testes de EAST e EAST
inibido com D.glomerata

» Analisou-se o efeito dos extratos sobre a ativacao dos baséfilos

I1.Caracterizacdo do perfil em alergénios do polen de P.hybrida e Q.rotundifolia
» ldentificacdo de alergénios principais de P.hybrida e Q.rotundifolia

» Auvaliacgdo da reatividade cruzada com D.glomerata.
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CAPITULO 3

Problema






As manifestacdes alérgicas tém vindo a aumentar durante os ultimos anos, constituindo
um dos principais problemas de salde publica em muitos paises. Os pdlenes constituem a
segunda maior causa de alergias respiratorias, ndo estando ainda bem esclarecido 0 mecanismo
pelo qual sdo desencadeadas. De acordo com a rede portuguesa de aerobiologia, na regido de
Evora os p6lenes predominantes s&o os das gramineas, o de azinheira e o de platano (Rede
Portuguesa de Aerobiologia, 2015). Comparando com as gramineas, as azinheiras e os platanos
tém sido consideradas espécies polinicas que produzem pélenes menos alergizantes, ndo sendo

conhecida bem a sensibilizagdo da populacdo a p6lenes destas espécies.

No entanto, existem registos de sintomas por parte de pacientes alérgicos em Margo e
Abril (periodo de polinizaco de platano e azinheira) que sdo anteriores e ndo se correlacionam
com as épocas polinicas das gramineas e da oliveira que ocorrem geralmente em Maio. Assim,
tendo em conta a abundancia destas espécies no Alentejo, por um lado, e o facto de
apresentarem 0 seu pico polinico no periodo de Maco a Abril, por outro, podendo
eventualmente ser responsaveis pelos sintomas pré-época registados por muitos pacientes
alérgicos. Torna-se assim muito relevante conhecer a sensibilizacdo da populagdo alérgica do
Alentejo a estes tipos polinicos, bem como procurar esclarecer se esta é especificamente

induzida ou se resulta de reatividade cruzada com proteinas de outras espécies

O trabalho a desenvolver propde um estudo sobre a populagdo local, com vista a avaliar a
resposta alergoldgica de um grupo de alérgicos da regido aos tipos polinicos em estudo. Para tal
procurar-se-a analisar a sensibilizacdo dos individuos a estes tipos polinicos, analisar potencial
reatividade cruzada com gramineas, determinar quais 0os meses do ano em que ha uma maior
afluéncia a compra de medicamentos utilizados no tratamento da doenca alérgica respiratoria e
averiguar a sua correlagdo com as curvas polinicas, bem como identificar alguns alergénios de
P.hybrida e Q.rotundifolia recorrendo a técnicas de SDS-PAGE e IEF para separacdo de
proteinas e imunoblot para identificagdo de bandas imunorreativas. Recorrer-se-a também ao

teste de ativacdo de basofilos para avaliar o efeito bioldgico dos extratos em estudo.
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CAPITULO 4

Materiais e métodos
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4.1. Estratégia
Local de realizacdo: Laboratério de Bioquimica, Fase Il do Colégio Luis Antonio

Verney, Departamento de Quimica, Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora.

Apoios: Escola de Ciéncias e Tecnologia, Instituto de Ciéncias da Terra, Fundacdo Para
Ciéncia e Tecnologia (FCT), COMPETE 2020, Farméacia Gusmao, Farmacia Galeno, Farméacia
Ferro, Farmacia Avo, Farmacia da Misericordia, Farmacia Motta, Farmacia Central, Farmacia
Diana, Hospital Espirito Santo de Evora (HESE), Centro de Estudos e Avaliacio em saude
(CEFAR).

Duracéo: 1 ano letivo
Amostras:

e Soros de individuos alérgicos;
e Extrato aquoso de D. glomerata;
e Extrato aquoso de P. hybrida;

e Extrato aquoso de Q. rotundifélia;
Técnicas utilizadas:

e Extracdo aquosa;

e Centrifugacéo;

o Liofilizacéo;

e EAST;

o Eletroforese de Focagem lsoelétrica (IEF);
e Eletroforese em SDS-PAGE;

¢ Imunobloting;

e Cultura celular;

4.2. Procedimento experimental
4.2.1. Indicadores indiretos de sintomas
Para o estudo de indicadores indiretos de sintomas foram utilizados dados sobre venda de
medicamentos utilizados no tratamento da doenga alérgica respiratéria, nomeadamente anti-
histaminicos, anti-inflamatérios e broncodilatadores. Estes dados foram fornecidos pelo Centro
de Estudos e Avaliacdo em Salde (CEFAR) e foram tratados de forma estatistica utilizando o

programa Microsoft Excel.
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4.2.2. Dados de indice polinico
Os dados respetivos aos indices polinicos foram obtidos através da reanalise dos dados
descritos em Caeiro, 2013, relativamente a contagem de grdos de p6len para platano, Quercus,

poaceas e oliveira.

4.2.3. Obtencao dos soros de individuos alérgicos
O Projeto foi submetido a avaliacio pela Comisséo de Etica da Universidade de Evora,
tendo obtido aprovacao (GD/44721/2015/P1).

Neste trabalho foram utilizados 9 soros oriundos de doentes com alergia respiratoria que
frequentavam as consultas de imunoalergologia do Hospital Espirito Santo de Evora (HESE)
gue apresentavam polinose. Foi obtido consentimento informado e garantido o anonimado dos
doentes, atribuindo a cada amostra serolégica um cédigo interno: S1, S2, S3 S5, S7, S8, S9,
S10, S12. Dos 9 soros testados, 2 pertenciam ao género masculino e 7 ao género feminino.

4.2.4. Preparagao dos extratos proteicos de P.hybrida, Q.rotundifolia e
D.glomerata

Os pélenes de P.hybrida e Q.rotundifolia foram colhidos no pélo da Mitra da
Universidade de Evora, durante a sua época polinica. O pdlen de D.glomerata foi comprado na
Allergon AB.

Para a obtencdo dos extratos proteicos, comegou-se primeiramente por se pesar 0,19 de
polen de cada espécie para um tubo de falcon de 15 mL e adicionou-se 10 mL de tampdo de
extracdo de bicarbonato de aménio. As amostras foram colocadas num agitador, onde foram
agitadas por inversdo na auséncia de luz durante 2 horas. De seguida realizou-se uma
centrifugagdo de 10 min a 1500 g. O sobrenadante foi recolhido para novos tubos de falcon
devidamente identificados. De seguida foram adicionados mais 5 mL de tamp&o de extracéo de
bicarbonato e voltou-se a incubar nas condicdes descritas anteriormente. Quando a incubacao
terminou, as amostras foram novamente centrifugadas durante 10 min a 1500 g e de seguida, 0s

sobrenadantes foram recolhidos e adicionados aos anteriores.

Posteriormente, foram feitas aliquotas de 5 mL que foram submetidas a uma temperatura
de -80°C, seguida de liofilizacdo, processo que tem por objetivo a remocédo da solucdo tampéao
por sublimagdo. Apds a liofilizagdo adicionaram-se 500 pL de agua bidestilada aos extratos de
P.hybrida e D.glomerata e 1 mL de &gua bidestilada ao extrato de Q.rotundifélia. Os extratos

foram depois colocados em gelo a hidratar e ap6s dissolucéo das proteinas, as amostras foram
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centrifugadas a 1500 g durante 10 min de forma a remover detritos ndo solGveis. Por fim,

fizeram-se varias aliquotas do extrato, que foram armazenadas a -20°C.

4.2.2.1. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo do teor proteico das amostras foi efetuada utilizando o método de
Bradford. Este método baseia-se na ligacao das proteinas a um corante, 0 Comassie Blue
G-250. Quando este corante se encontra em solucao &cida existe em duas formas, uma
azul e outra laranja. As proteinas vao unir-se a forma azul para formar um complexo
proteina- corante com um coeficiente de extingdo maior do que o corante livre (Figura
19) (Fernandez & Galvéan, 2006).

'|;=“1 £y R ::._'."4.II
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Protzing -Complexe Corants
Amax = 505 nm

Figura 19 - Esquema da reacéo que ocorre no método de Bradford (adaptado de gchio.com [201),

Realizaram-se 3 diluigdes das amostras (5X, 10X, 20X). De seguida preparou-se a curva
de calibracdo em que se utilizou a solugdo de BSA (sigma-aldrich) como padrdo, com
concentragdes a variar entre os 0 e 200 pg/mL. De seguida foram aplicados 10 pL de cada
padrdo e de cada amostra diluida, em triplicado, numa placa de 96 pogos. Posteriormente a cada
uma destas solugdes adicionaram-se 200 pL de reagente de Bradford (dissolver 0,020g de azul
Comassie G-250 em 12,5 mL de etanol 95%, adicionar 25 mL de acido fosférico e perfazer com
200 mL de &gua) e aguardou-se 5 min a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, leu-se a

absovancia a 630 nm no leitor de microplacas.
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Figura 20 - Curva de calibragdo obtida pelo método de Bradford. Os pontos apresentados sdo
correspondentes a triplicados.

4.2.3. Enzyme Allergo Sorbent Test -EAST
Previamente, fizeram-se discos de nitrocelulose com 5 mm de diametro e 20 mm? de area.
Apos a colocacdo de 1 disco por pogo, numa placa de 96 pogos (Figura21), aplicaram-se 10 pL
de extrato, tamponado com TBS-T de forma a obter uma quantidade de 10ug no caso de P.
hybrida e 20 pg no caso de Q. rotundifélia. As placas foram depois colocadas no frigorifico

overnight.

No dia seguinte, procedeu-se ao bloqueio com BSA a 0,1 % aplicando-se 100 uL por
pogo, tendo este ocorrido durante 1 hora a temperatura ambiente, sob agitagdo. Decorrido esse
tempo, procedeu-se a uma lavagem de 10 min, aplicando-se 100 pL de TBS-T a cada pogo, com
a placa sob agitagdo. Apos as lavagens, realizou-se a incubacdo das membranas com 0s soros
que foram preparados em TBS-T, com uma diluigdo de 1:50 e a cada pogo foram adicionados

50 pL. Esta incubagdo decorreu durante 2 horas & temperatura ambiente, sob agitacéo.

Apobs a incubagdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas cinco vezes
durante cinco minutos com TBS-T e incubadas com 50 pL de anticorpo secundario, anti-IgE
humana (anticorpo fornecido por Sigma Aldrich), preparado em TBS-T (1:6000). A incubacdo

ocorreu durante duas horas, sob agitag&o.

Apbs a incubagdo foram realizadas cinco lavagens de cinco minutos com TBS-T. Antes
da revelagdo as membranas foram deixadas a secar. Para a revelacdo das membranas utilizou-se
0 substrato ECF Western Blotting (GE Healthcare). O produto da reacdo é fluorescente,
podendo a fluorescéncia ser registada por captacdo de imagem no sistema Gel-Doc system e

software da Bio-Rad.

Em paralelo prepararam-se soros inibidos com extrato de D. glomerata, com vista a
determinagdo de reatividade cruzada. Para isso, adicionaram-se 20 L de extrato a uma tira de

membrana de nitrocelulose e deixou-se a membrana secar. Ap6s a secagem da membrana,
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realizou-se o blogueio com 0,1% BSA e posteriormente colocou-se a membrana dentro dos
diferentes soros, diluidos de 1:50, durante cerca de 1 hora. Decorrido o tempo de incubagdo, a
porcdo de membrana foi descartada e procedeu-se a avaliacdo da imunorreatividade dos soros

de acordo com o procedimento experimental referido acima.
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Figura 21 - Exemplo da microplaca utilizada para o imunoblot em substrato sélido.

4.2.4. Separacdo de proteinas

4.2.4.1. Focagem isoelétrica (IEF)

Primeiramente foi preparado o gel. Para a preparacdo do gel, removeu-se o papel que
protege a pelicula de suporte ao gel de poliacrilamida e pipetou-se uma gota de agua para
identificar a face hidrofébica da pelicula. Colocaram-se entdo algumas gotas de agua nessa face
para promover a adesdo da pelicula ao vidro. Colocou-se o vidro com a respetiva pelicula na
placa de polimerizacdo do gel, tendo em atencdo que a face contendo a pelicula deve ficar
virada para a placa. Seguidamente preparou-se uma solucdo de acordo com as indicacGes que
sdo fornecidas na Tabela 9, colocando-se todos 0s componentes pela ordem que se encontram
na tabela, num tubo de 15 mL de modo répido de forma a evitar o inicio da polimerizacdo no
tubo. A solucgdo final foi pipetada para o espaco entre a placa e a pelicula de suporte do gel e
colocada debaixo de uma luz fotopolimerizadora (radiacdo UV) de forma a incidir sobre o gel.
Aguardou-se cerca de 1h 15min — 1h 30min até que a polimerizacdo estivesse concluida. O
suporte contendo o gel foi virado ao contrario deixando a luz UV a incidir sobre o gel durante

mais 15 min.
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Tabela 9 - Mistura necesséaria para obtengdo do gel de IEF.

Gel de de IEF

2,75 mL de agua destilada

1,5 mL de concentrado de monémeros

1 mL de glicerol

0,25 mL de anfélitos

50 uL de FMN

5 puL de TEMED

15 uL de persulfato de aménio

Com o auxilio de um aplicador colocaram-se as amostras e o padrdo (GE Helthcare, pH
3-10) no gel, tendo em atengédo que a quantidade de amostra colocada era de 10 g e o volume
de padrdo era 1pL. As amostras foram colocadas em banda continua. Depois de aplicadas,
aguardaram-se 5 minutos, para que amostras penetrassem bem no gel. Posteriormente, 0s
elétrodos de grafite foram humedecidos e o gel foi colocado em contacto com estes. Ligou-se a
fonte de alimentacdo com uma voltagem contante, primeiramente a 100 V durante 15 min, de

seguida a 200 V durante 15 min e por fim a 450 V durante 1 hora.

Figura 22 - Equipamento utilizado para a corrida eletroforética IEF.

Terminada a corrida eletroforética, a parte que tinha o padrdo e uma pogdo da amostra foi
cortada para coloragdo com solucdo azul de Comassie para revelacdo das bandas proteicas. Na
restante parte do gel realizou-se a transferéncia por capilaridade (ver seccdo 4.2.5). Para corar o
gel, este foi submerso numa solucdo fixadora (30% metanol, 5%TCA, 3,5% 4acido
sulfossalicilico) durante 1h, seguida de uma solucédo corante (0,2% Azul Comassie R-250, 28%
etanol, 14% éacido acético). De seguida o gel foi submerso numa solucdo descorante | (0,5%
sulfato de cobre Il, 28% etanol, 14% &cido acético glacial) durante overnight. Por fim, o gel
devera ser transferido para uma solugdo descorante Il (25% etanol, 7% 4&cido acético) até se
obter uma boa defini¢cdo das bandas. Apo6s descorar, 0 gel deve ser colocado & temperatura

ambiente, ao ar livre, até secar completamente.
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Apbs a secagem do gel, identificaram-se as bandas do padréo, que irdo permitir o calculo

do pl das amostras, com base nas bandas do padréo, cujo pl é conhecido.

4.2.4.2. Eletroforese SDS-PAGE

O gel de resolucdo utilizado continha acrilamida a 7,5% e uma espessura de 0,75 mm. O
gel foi preparado tendo sido adicionados todos os componentes pela ordem que se encontra na
Tabela 10 . Ap6s homogeneizacdo a solucdo foi colocada no sistema com o auxilio de uma
pipeta até cerca de 1 cm abaixo dos pentes, adicionando-se posteriormente agua destilada de
forma exercer pressao sobre o gel para evitar a formacéo de irregularidades na superficie do gel.
Deixou-se polimerizar durante cerca de 30 a 45 min. A seguir, o sistema foi invertido para
retirar a 4gua destilada e com o auxilio de uma pipeta adicionou-se o gel de concentracdo a 4%
de acrilamida (Tabela 10). Colocou-se a solucdo até ao topo do vidro e por fim os pentes,
deixando polimerizar durante 30 a 45 min. Apds a polimerizagdo, o pente foi retirado e a cAmara
interna do sistema de SDS foi montada e preenchida com tampéo de corrida de modo a que 0s
pocos fossem preenchidos com solugdo tampéo.

Tabela 10 — Mistura necessaria para obtencéo do gel de resolucdo e de concentragdo da SDS-PAGE.

Gel de resolucgéo (7,5%0) Gel de concentracéo (4%0)

3,1 mL &gua 3,05 mL agua

2,5 mL Tris HCI (1,5M) pH 8,8 1,25 mL Tris HCI (0,5M) ph 6,8
100 pL SDS 50uL SDS 10%

4,3 mL Bis/acrilamida (30%) 650 L Bis/acrilamida (30%)
75uL APS (10%) 75 puL APS

10pL TEMED 5uL TEMED

Para a preparagdo das amostras foram adicionados a um microtubo 10 pg de amostra (P.
hibryda e 20 pg de Q. rotundifélia e de 3 uL de tampdo da amostra 6X. As amostras foram
aplicadas em continuo. As amostras foram aquecidas a 95 °C durante 5 minutos, para que as
proteinas presentes na amostra fossem desnaturadas. Apds desnaturagdo, as amostras foram

centrifugadas durante alguns segundos para remover eventuais precipitados.

As amostras e 0 padrdo de pesos moleculares (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual
Color) foram pipetados para 0s respetivos po¢os, (0 volume de amostra pipetada em cada poco

era 20 pL e o volume de padréo de 5 pL).

Preencheu-se também a camara externa com tampéo de corrida. Fechou-se o sistema e

colocou-se a eletroforese a correr, a uma voltagem constante 140V (60mA, 15 Watt). Quando a
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frente da corrida atingiu o fim do gel, a corrente foi desligada a corrida durou cerca de 45min a
1h.

4.2.5. Transferéncia por capilaridade dos géis de IEF

A parte do gel que continha as amostras foi transferida para uma membrana de PVDF,
por capilaridade. A membrana de PVDF e os papéis de filtro foram previamente cortados nas
dimensdes adequadas e a membrana foi colocada num banho de metanol de forma a ser ativada,
tendo sido depois passada por agua destilada. Para a realizacdo da transferéncia, colocou-se a
pelicula que continha o gel na bancada, com o gel voltado para cima, cobriu-se o gel com uma
membrana de PVDF, previamente ativada e impregnada com TBS-T, de forma a evitar a
formac&o de bolhas entre o gel e a membrana. Sobre a membrana foram colocadas trés folhas de
papel de filtro e seis folhas de papel absorvente. O conjunto foi coberto com uma placa de vidro

(=200 g). A membrana seguiu para imunodetecéo.

4.2.6. Eletrotransferéncia dos géis de SDS-PAGE
Terminada a corrida eletroforética, realizou-se a transferéncia do contetdo do gel para
uma membrana de PVDF, através de uma eletrotransferéncia. A membrana de PVDF e o papel
de filtro foram cortados nas dimens@es adequadas para a sua utilizagdo. A membrana foi entdo
ativada por colocacdo num banho de metanol durante alguns segundos, seguindo-se um banho

de alguns segundos em tampéo de transferéncia.

Retirou-se o gel do sistema de eletroforese SDS-PAGE, cortando com o auxilio de uma
espétula, a frente de corrida e o gel de concentracdo. O gel foi colocado no banho de tampdo de
transferéncia, juntamente com a membrana. Toda a fase de preparacéo da sandwich foi realizada
com a cassete imersa num recipiente que continha tampéo de transferéncia de modo a evitar que
as esponjas, os filtros e a membrana secassem. A face preta da cassete ficou voltada para cima,
tendo sido colocada a esponja, a folha de papel de filtro, a membrana de PVDF humedecida, o
gel equilibrado, a folha de papel de filtro e por fim novamente a esponja. De seguida, a
sandwich foi fechada, com todo o cuidado, para evitar a formacdo de bolhas de ar e para que 0s

materiais presentes na sandwich ndo se deslocassem.

A cassete foi colocada no recipiente de eletrotransferéncia juntamente com uma unidade
de arrefecimento e o agitador magnético, para que a distribuicdo i6nica e a temperatura do
tampdo de transferéncia se mantivessem constantes, sendo a rotagdo o mais rapida possivel. A

tampa foi colocada e os cabos foram ligados a fonte de alimentacdo, iniciando-se a
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transferéncia, com uma amperagem constante (350mA;150V;40W). A transferéncia ocorreu
durante 1h.

Eletrotranfréncia Gel
Membrana
‘ = Papel de filtro
~Esponjas
Grelha de suporte

Gel/Membrana/Filtro
Sandwich

Tanque para tamp@o

Anodo (+)
« Eletrodo

//J Ciitodo (-)

¥
Diregdo da transferéncia

Figura 23 -Esquema de montagem de uma eletrotransferéncia de proteinas de um gel para uma membrana
(adaptado de West, 2004).

Apos a transferéncia a membrana foi removida e colocada numa solugdo de Ponceau
durante 15 min, sob agitagdo. Posteriormente, a membrana foi colocada em agua destilada para
remover 0 excesso de Ponceau. Este processo foi repetido mais trés vezes, até se verificar o
aparecimento das bandas na membrana e o resultado foi registado e analisado. Finalmente a
membrana foi lavada com &gua destilada, de forma remover o restante Ponceau, e seguiu para

imunodetecdo.

4.2.7. Imunodetecao
Por fim, procedeu-se a imunodetecdo das membranas contendo as proteinas separadas por
SDS-PAGE e por IEF. Primeiramente as membranas foram blogueadas com TBS-T
suplementado com 5% (w/v) leite magro em p6 (59 de leite para 100mL de TBT-T), 2h a

temperatura ambiente, de modo a bloquear as ligagdes ndo especificas presentes na membrana.

De seguida as membranas foram cortadas em varias tiras de aproximadamente 5 mm de

largura. Cada tira foi incubada com soros (diluidos de 1:50) overnight a 4°C, com agitacao.

Depois da incubacéo com os soros, as membranas foram lavadas quatro vezes durante dez
minutos com TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario (Sigma A3076 Monoclonal Anti-
IgE Humana — fosfatase alcalina), preparado em TBS-T (1:6000), durante 2h a temperatura

ambiente. Por fim, realizaram-se quatro lavagens de dez minutos.

Para a revelacdo das membranas, adicionaram-se pequenas gotas de ECF, substrato da
fosfatase alcalina (fornecido por GE HealthCare), sobre uma placa de petri. As membranas

foram secas de forma cuidadosa em papel de filtro e colocadas durante cerca de 30 segundos no
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substrato. Apds a incubacdo, as membranas foram novamente secas de forma cuidadosa em

papel de filtro e as bandas foram reveladas.

4.3. Ensaio biolégico com a linha celular RBL-H21 — Libertacdo de p —
Hexosaminidase

Neste trabalho foi realizado o teste de ativacdo de basdfilos, utilizando a linha celular
RBL-h21, para avaliar o efeito biologico dos extratos. O ensaio permite identificar a resposta
das células marcadas com as IgE dos individuos alérgicos (Wilson et al., 1993). Para a
realizacdo do ensaio bioldgico foi utilizada a linha celular RBL-h21, células de basofilos de rato

leucémico que possuem recetor de IgE humano.

Estas células crescem aderentes ao frasco de cultura e foram cultivadas em Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich), complementado com 10% de Fetal Bovine
Serum (FBS) e 1% de antibi6tico (10,000 unidades de penicilina e 10 mg/mL de streptomicina).
As células foram mantidas em crescimento, realizando-se duas passagens por semana até
perfazer um minimo de 6 passagens. Neste processo, 0 meio de cultura foi aspirado e adicionou-
se 2 mL de versénio, para que as células desaderissem do fundo do frasco. O frasco de cultura
foi colocado durante 5 min na estufa, que se encontrava a 37°C e 5% de CO,. Decorrida a
incubacéo, o contetido do frasco de cultura foi transferido para um tubo de falcon de 15mL, que

foi colocado na centrifuga 5 min a 500g, de forma a obter um sedimento celular.

Para a realizacdo do ensaio bioldgico, as células foram semeadas num frasco de culturas
(T75) com 5X10° células/frasco, procedendo-se a colheita das células de acordo com o processo
descrito anteriormente. A contagem das células viaveis foi feita na cdmara de Neubauer, na
presenca de azul de tripano. Mantiveram-se as células cinco dias, a 37°C e 5% CO,. No sexto
dia, as células foram observadas ao microscopio e 0 meio de cultura foi mudado, esperando-se
gue estas estejam 80-90% confluentes. No sétimo dia, ap6s sementeira, as células foram
colhidas e plagueadas em placas de 96 pogos, especificas para células aderentes. Para realizar
este passo, as células foram removidas do frasco, através do processo referido anteriormente. As
células foram contadas e ressuspendidas num volume necessario de forma obter 1,5 x 10°
células/mL. Adicionou-se 50 pL da suspensdo, por pogo, na microplaca. De seguida
adicionaram-se 50 pL das pools de soros (diluidos de 1:10 em meio de cultura DMEM,

suplementado com 1% de pen-strep e 10% de FBS).

No dia seguinte as células foram observadas ao microscopio, retirou-se 0 meio de cultura
as células e lavaram-se trés vezes com solucdo tampdo Tyrodes. Seguidamente foram

preparadas as diluicBes de anti-IgE e dos extratos. Tanto a anti-IgE como os extratos foram

50



preparados em tampé@o de diluicdo Tyrodes 1X (com 50% de D20) e adicionaram-se 120 uL por
poco de cada diluicdo. Incubou-se durante 1h na estufa a 37°C com 5% CO,.

Apb6s uma hora de incubagdo, numa nova placa de 96 pogos, adicionou-se 30 pL de
solucéo p-nag e 50 pL do sobrenadante obtido da estimulagdo das células e incubou-se durante
1 hora na estufa a 37°C. Por fim, parou-se a reagdo adicionando 100 pL de solucdo de glicina
(0,2 mol/L glicina em agua bi-destilada, pH 10,7) e leu-se a placa a um comprimento de onda de

405 nm, num leitor de microplacas.

No ensaio sdo utilizados trés controlos diferentes, em células marcadas e ndo marcadas

com IgE:

» Controlo positivo (Conteudo total) — adiciona-se 1% de Triton X em PBS de modo a
provocar a lise das células. Permite saber qual o contetido total em [- hexoaminidase
presente nas células

» Controlo negativo (Libertacdo espontanea) — adiciona-se tampdo Tyrodes. Permite saber
qual a libertacdo das células quando n&o é aplicada qualquer estimulag&o.

> Controlo positivo (Anti-IgE) — permite conhecer a libertacdo das células sem que haja

estimulo com qualquer alergénio.

-
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Figura 24 - Representacdo esquematica do imunoensaio com cultura celular RBL (adaptado do protocolo
fornecido por Zaum).

A libertagdo B-hexosaminidase foi determinada tendo em conta a atividade esponténea e

0s controlos adequados a cada caso. Os resultados foram expressos em % do total.

4.4. Analise estatistica
Os gréaficos apresentados na seccao 5 de Resultados e Discussdo foram obtidos através do

programa Microsoft Excel.
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Foram realizadas analises de correlagbes de Pearson através do programa SPSS. Os
gréaficos obtidos na seccdo 5.1 de Materiais e Métodos correspondentes as correlagcBes foram

construidos no programa Origin.

As bandas de imunodetegdo por Immunoblot foram reveladas com o equipamento BioRad
Gel-DOC e analisadas com o software Quantity One.
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CAPITULO 5

Resultados e discussao
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5.1. Caracterizacao da venda de farmacos anti-alérgicos

5.1.1. Estudo de indicadores de sintomas da populacgao alérgica do Alentejo

E objetivo deste capitulo averiguar se a venda de medicamentos utilizados no tratamento

das alergias pode ser correlacionado com a época polinica das plantas mais alergizantes. Os

dados apresentados na Tabela 11 dizem respeito & regido de Evora e foram gentilmente cedidos
pelo Centro de Estudos e Avaliagdo em Saude (CEFAR).

As informag0es fornecidas encontram-se divididas em dois grupos distintos: o grupo 1
diz respeito aos medicamentos prescritos durante todo o ano, enquanto que o grupo 2 diz
respeito aos medicamentos utilizados em caso SOS.

Tabela 11- Medicamento prescritos para o tratamento da doenca alérgica respiratéria. Grupo 1 —
medicamentos prescritos ao longo do ano; grupo 2 — medicamentos prescritos em caso de SOS.

Grupo 1 Grupo 2

Bilastina Montelucaste

Cetirizina Formoterol

Cetotifeno Salbutamol
Desloratadina Budesonida

Ebastina Budesonida + Formoterol
Fexofenadina Fluticasona

Hidroxizina Fuorato de fluticasona
Levocetirizina Mometasona

Rupatadina

Os medicamentos do grupo 1 encontram-se inseridos no grupo de medicamentos anti-
histaminicos (fa&rmacos antagonistas dos recetores de histamina que atuam bloqueando a ligagéo
aos seus recetores ou por inibi¢do da atividade enzimatica da histidina descarboxilase, enzima
responsavel pela transformacéo da histidina em histamina). Quanto aos medicamentos que se
encontram no grupo 2, o Montelucaste é um antagonista dos recetores dos leucotrienos (atua
inibindo a sintese dos leucotrienos, responsaveis pelo estreitamento das vias aéreas inferiores e
aumento da produgdo de muco; o Formoterol e o Salbutamol sdo agonistas beta adrenérgicos
(provocam o relaxamento do masculo liso, o que leva a dilatacdo dos bronquios); a Budesonida
¢ um glucocorticoide utilizado para reduzir as inflamagGes das vias respiratorias; a
Budesonida+Formoterol sdo uma associagdo de corticosterdide com um agonista dos
adrenorecetores beta, ; a Fluticasona, Fuorato de fluticasona e a Mometasona pertencem ao

grupo dos corticosterdides (Infarmed, 2016).
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O grafico apresentado na Figura 25 mostra o0 nimero de embalagens vendidas para 0s
grupos 1 e 2 (traco a azul e laranja, respetivamente), bem como o somatério do nimero de

embalagens dos dois grupos de medicamentos ao longo dos diferentes meses do ano (cinzento).

E possivel observar que o grupo 1 é aquele que apresenta um maior nimero de vendas
em qualquer altura do ano. E de notar que no més de Margo a venda de medicamentos foi
superior ao registado em Fevereiro (9 549 e 8 165 unidades, respetivamente), mantendo-se em
Abril. O pico de vendas toma um valor maximo no més de Maio, com 14 170 embalagens
vendidas, registando-se em Junho e Julho um decréscimo para valores semelhantes a Fevereiro,
atingindo-se o valor minimo em Agosto. Nos meses de Setembro e Outubro observa-se um

ligeiro aumento que se mantém sensivelmente constante nos meses de Inverno.

25,000

Grupol
20,000
Grupo 2

G1+G2
15,000

10,000

Nimero de vendas

5,000

0,000

Figura 25 - Média do nimero de embalagens vendidas durante cada més entre os anos 2010 e 2015, para 0s
grupos 1 e 2. G1+G2 diz respeito ao somatorio do nimero de embalagens dos dois grupos.

O perfil do grupo 2 é semelhante ao grupo 1, no entanto o pico de vendas &€ menos
intenso, com 7 823 unidades vendidas. E com o somatério do ndmero de medicamentos

vendidos que se observam maiores variagdes no numero de unidades.

Na Tabela 12 encontra-se representado o indice mensal de grdos de pélen/m?® para os
tipos polinicos em estudo, considerando um periodo de seis anos (estes dados foram obtidos
através da reanalise das curvas polinicas apresentadas em Caeiro, 2013). E visivel que para
platano a polinizacdo ocorre maioritariamente em Marco e Abril (Figura 26). Relativamente a
Quercus, este apresenta libertacdo de pélen no més de Abril, com 2400 grdos de polén/m3. No
que diz respeito a poaceas, a libertacdo de pdlen ocorre maioritariamente em Maio e Junho
enquanto a oliveira se verifica um pico no més de Maio (Figura 26 e Tabela 12). Quando é feito

0 somatdrio dos grdos de pdlen para estes tipos observam-se contagens polinicas elevadas
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durante os meses de Marco a Junho, registando-se um pico em Maio e seguindo-se 0 més de
Abril.

Tabela 12 - Valores médios mensais de grdos de polen para platano, Quercus, poéceas e oliveira e somatorio
dos gréos de poélen libertados por estas espécies. Os resultados foram retirados de Caeiro, 2013.

- Janeio 0 0 0 0 0
| Margo | 1860 180 133 0 2173
" Abrl | 180 2400 167 217 2963
. Maio | O 1420 1967 1317 4703
" dwmhe O 280 1633 150 2063
e O 0 233 17 250
 Agosto 0 0 0 0 0
- Outbro 0 0 0 0 0
Dezembro 0 0 0 0 0

Na Figura 26 encontra-se apresentado o nimero de gdos de p6len registados ao longo dos
diferentes meses do ano. E visivel que comega a haver um aumento no nimero de grios de
poélen logo no segundo més do ano, correspondendo este aumento ao platano. O pico de
polinizacdo do platano ocorre habitualmente no més de Margo, procedendo, o pico de
polinizacdo do genero Quercus, que se dd no més de Abril. As poéaceas e oliveira iniciam a
época de polinizacdo em Abril e o valor madximo do indice polinico € atingido em Maio para
ambos os tipos polinicos. A polinizacdao das poaceas prolonga-se até Julho ( Figura 26 e Tabela
12).

Efetuando a soma dos indices polinicos mensais para os quatro tipos polinicos descritos,
(Figura 26, linha azul a tracejado) observa-se que a época polinica se desenrola desde 0 més de
Fevereiro até Julho. O indice polinico maximo atingiu-se no més de Maio, para o qual

contribuem maioritariamente os polenes de Quercus, poaceas e oliveira.
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Tendo em conta os resultados correspondentes ao nimero de embalagens vendidas
relativas aos medicamentos utilizados no tratamento da doenca alérgica respiratoria para dois
grupos de medicamentos diferentes e a contagem de grdos de pdlen registada ao longo dos
diferentes meses do ano, foi-se averiguar a existéncia de correlacdo entre o nimero de

embalagens vendidas e os indices polinicos.

Na Figura 27 encontra-se apresentada a correlacdo entre as vendas de embalagens para 0s
grupos 1 e 2, bem como para o somatdrio, em relacéo aos indices polinicos para cada espécie, e
ao indice polinico total. E notério que, o aumento dos indices polinicos, é acompanhado pelo

aumento do nimero de unidades vendidas, sendo isto visivel para todos os valores apresentados.

Na Figura 27 observa-se ainda que, quando o indice polinico aumenta, o nimero de
unidades vendidas também aumenta, sugerindo uma correlacdo entre o nimero de vendas e a
contagem de grdos de polen. No entanto, € para oliveira que parece existir uma melhor
correlagdo. Quando se considera o somatdrio da contagem de gréos de polen para as espécies

apresentadas esta correlagdo torna-se mais evidente.
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Os resultados da andlise da correlacdo de correlacdo de Pearson, para todas as espécies
em estudo com os grupos 1 e 2 e somatério de ambos 0s grupos bem como o somatorio de todas
as espécies com o somatério do nimero de embalagens vendidas para os dois grupos
encontram-se na Tabela 13.

Para o platano obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,175 (n=3). As poaceas €
oliveiras sdo as espécies onde existe uma melhor correlacdo, obtendo-se um coeficiente de
0,595 e 0,851, respetivamente. Ainda assim, é com o0 somatorio de todas as espécies
apresentadas que se obtém uma melhor correlagdo entre o nimero de embalagens vendidas para

os dois grupos de medicamentos e 0 nimero de grdos de pdlen no ar.

Tabela 13 - Testes de Pearson entre as vendas de medicamentos (grupos 1, 2 e somatdrio) e as espécies em
estudo e o seu somatario.

Grupo 1 Grupo 2 Somatério
Person’s Person’s Person’s

R P R P R P

Platano 0,234 0,765 0,022 0,977 0,175 0,824
Quercus 0,5512 0,256 0,514 0,296 0,546 0,261
Poaceas 0,652 0,112 0,442 0,319 0,595 0,158
Oliveira 0,888 0,007 0,738 0,057 0,851 0,015
Somatério 0,915 0,003 0,844 0,016 0,902 0,005

Em resumo, as correlagcBes mais fortes observaram-se entre 0 somatorio dos indices dos
varios tipos polinicos e a venda de farmacos (r=0,902; p=0,005) e com oliveira (r= 851;
p=0,015).

Embora a época polinica das gramineas e da oliveira decorra habitualmente entre a
segunda quinzena de Abril e 0 més de Maio, no Alentejo, é habitual registarem-se queixas dos
doentes a partir do més de Fevereiro. As espécies aqui consideradas apresentam a sua época
polinica entre os meses de Margo e Junho, registando-se as contagens mais elevadas para 0s
meses de Maio. Quanto as vendas de medicamentos anti-alérgicos, estas atingem o pico de
vendas também no més de Maio.

E de realcar que neste estudo sido apenas consideradas quatro tipos polinicos, entre eles
dois tipos muito alergizantes [poéceas e oliveira; (Todo-bom et al., 2004)] e outros dois que sdo
considerados moderadamente alergizantes [platano e azinheira; (Todo-bom et al., 2004)] mas
muito abundantes na regido (Todo-bom et al., 2004) e que, em resultado da elevada exposicéo,

podem constituir um risco para o desenvolvimento de sintomas de polinose.
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Nos meses de Novembro e Dezembro ha um ligeiro aumento das vendas que parece ndo
estar correlacionado com a época polinica. Porém, apesar destes dois meses ndo corresponderem
a época polinica principal, existem outras espécies que polinizam nesta época e que ndo foram
consideradas no trabalho. O Cipestre (Caeiro, 2013) e algumas Betulaceas (Abreu & Ribeiro,
2005) sdo exemplos de espécies que polinizam nos meses de Inverno. Para além disso, estes sao
0S meses em que aumenta a prevaléncia de constipagBes que também podem motivar a

adquiricdo destes medicamentos (D’ Amato, 2007).

Embora possam existir outros fatores que motivem a aquisi¢do destes medicamentos no
geral registou-se uma correlacdo positiva entre a venda de medicamentos de ambos 0s grupos de
farmacos utilizados no tratamento da alergia, sugerindo que este podera constituir um indicador

dos sintomas de polinose durante a época polinica das espécies alergizantes da regido.

5.1.2. Caracterizacdo da sensibilizacédo dos individuos alérgicos obtida por
testes de PRICK

Neste trabalho foram utilizados 9 soros de individuos sensibilizados, que eram seguidos
nas consultas externas de alergologia do Hospital Espirito Santo de Evora. Dos soros testados 2
pertenciam ao sexo masculino e 7 ao sexo feminino. Foram realizados testes de PRICK para
todos os individuos, com excecao dos individuos S5 e S9.

Todos os individuos eram polisensibilizados a polenes e apresentavam sintomas
anteriores a época polinica das gramineas, apresentando sensibilizacdo a gramineas e a oliveira,
analisada por testes de PRICK. Em quatro casos foram feitos testes para Quercus, revelando-se
positivo no S8. No caso de Platano, apenas trés individuos fizeram o teste e s6 0 S1 se revelou
positivo (tabela 14).

Tabela 14 - Quadro resumo com sensibilizacdo dos individuos alérgicos (positivo: +; negativo: - ; sem observagao: s/o0).

== e e e

B - e
- 2
. c e

S12 + + s/o s/o

60



Em alguns casos foram também realizados testes de PRICK para os diferentes géneros da
familia da Poaceae. Assim, foram feitos testes para Dactylis, Festuca, Lolium, Phleum e Poa.
Em qualquer dos casos todos os testes realizados foram positivos. Para os géneros Dactylis ,
Lolium e Phleum, os 6 soros foram positivos (Tabela 15).

Tabela 15 - Quadro resumo da sensibilizacdo dos diferentes pacientes as espécies da familia Poaceae (positivo: +;
negativo: - ; sem observagéo: s/o).

sfo sfo sfo sfo sfo
+ + + + +
sfo s/o sfo s/o sfo
sfo * + s/o
+ + + +
+ + + +
+ + + +
sfo + + sfo

5.1.3. Estudo de imunorreatividade a P.hybrida e Q.rotundifolia

A sensibilizagdo de um pequeno nimero de individuos da regido de Evora a platano e
azinheira foi determinada por EAST (ver 4.2.3 de Materiais e Métodos). Nesses mesmos
ensaios, foi também avaliada a existéncia de imunorreatividade cruzada do platano e da

azinheira com as poaceas (D. glomerata).

A Figura 28 mostra a imunorreatividade dos diferentes soros ao extrato proteico de
P.hybrida antes e ap6s inibicdo com extrato de D.glomerata (barras laranja e azuis,
respetivamente).As barras a roxo mostram a percentagem de inibicdo observada. Os resultados
evidenciam que todos os soros apresentam imunorreatividade positiva, sendo os soros S8, S9 e
S10 os mais imunorreativos (mais de 70%), enquanto os soros S1, S3 e S5 apresentam valores
de EAST inferiores a 40%. Os soros S2, S7 e S12 foram 0os menos reativos. Os resultados
sugerem ainda que os soros S3, S8, S9 e S10 possuem reatividade cruzada com D.glomerata,
uma vez que apos inibicdo se observou um decréscimo significativo. A barra de inibi¢éo variou
entre 60 a 90% (Figura 28, barras roxas). A imunorreatividade dos soros S1, S2, S5, S7 e S12 a
P.hybrida néo foi afetada pela inibicdo dos soros com D.glomerata, o que pode significar que

estes soros possuem imunorreatividade primaria para a espécie P.hybrida.
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Figura 28- Determinagdo da sensibilizacdo a P.hybrida pelo método EAST. Os gréficos apresentados sdo
correspondentes a média de triplicados £ DPM.

Em paralelo, foi realizada a pesquisa de imunorreatividade com o extrato de Q.
rotundifolia. Como se pode ver na Figura 29, os soros S7, S8 e S9 foram 0s que apresentaram
mais imunorreatividade (superior a 70%), enquanto o S1 é o menos reativo (cerca de 25%). Os
restantes apresentaram imunorreatividade entre os 50% e 70%. Quanto a existéncia de
reatividade cruzada, o grafico sugere que os soros S1, S3, S5, S7 e S9 possuem
imunorreatividade cruzada com D.glomerata, observando-se um decréscimo significativo no
EAST inibido (Figura 29, barras azuis), onde a taxa de inibigdo varia entre os 30% (S2) e o0s
100% (S1) (Figura 29, barras roxas). Os soros S8, S10 e S12 ndo foram inibidos por
D.glomerata, sugerindo que possam reagir especificamente a proteinas presentes no extrato de
Q. rotundifélia.
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Figura 29 - Determinacéo da sensibilizacéo a Q.rotundifolia pelo método EAST. Os gréficos apresentados séo
correspondentes a média de triplicados + DPM.

62



Os resultados apresentados mostram que a populagdo estudada apresenta reatividade
seroldgica, quer a P.hybrida, quer a Q.rotundifolia em 100% dos casos. Para além disso
sugerem que essa reatividade possa ser priméaria para P.hybrida em 60% dos casos e para
Q.rotundifolia em 40% dos casos.

De realgar que nos casos S8 e S9 a imunorreatividade a P.hybrida parece resultar
maioritariamente de reatividade cruzada (com 90% de inibicdo) (Figura 28), observando-se um
resultado similar em Q. rotundifolia para o S1 (Figura 29).

Tomando em consideracdo os resultados dos testes de PRICK, no caso de S1, que
apresentou um teste PRICK positivo a P.hybrida, a inibicdo com D.glomerata ndo afetou a
imunorreatividade registada em EAST. Este resultado foi similar ao observado no S8 no teste a
Q.rotundifolia, onde a auséncia do efeito de D.glomerata est4d em concordancia com o teste de

PRICK positivo observado neste individuo para o género Quercus.

Porém, a imunorreatividade serologica positiva ndo permite concluir sobre a inducdo da

ativacdo dos mastocitos responsaveis pelos sintomas alérgicos.

5.1.4. Estudo do efeito dos extratos de Q.rotundifolia e P.hybrida na
desgranulacédo de basofilos

Para avaliar a resposta bioldgica induzida pelos extratos de P.hybrida e Q.rotundifolia
foram realizadas experiéncias utilizando a linha celular RBL-h21. Para a estimulacdo das
células foram construidas quatro pools diferentes de soros com base nos resultados obtidos em
métodos anteriores, isto é, na sua reatividade primaria ou cruzada com a espécie D.glomerata,
sendo a pool 1 correspondente aos soros que possuiam reatividade primaria para as espécies em
estudo e a pool 2 corresponde aos soros que possuiam reatividade cruzada com D.glomerata. A

constituicdo das pools encontra-se descrita na Tabela 16.

Tabela 16 - Constituicdo das diferentes pools de soros.

Constituicao da pool Designacao
Platano Ndo Inibido S1, 82, S5, S7 PlaP1
Inibido S3, S8, S9, S10 PlaP2
Quercus N&o Inibido S2, S8, S10, S12 QueP1
Inibido S1, S3, S5, 57, S9 QueP2

63



A Figura 30 mostra o efeito dose-resposta dos extratos sobre células sensibilizadas com
PlaP1 (verde) e PlaP2 (castanho). Para o extrato de P.hybrida observou-se um aumento de
desgranulacéo das células em ambos os casos PlaP1 e PlaP2 sendo as curvas maioritariamente
sobreponiveis. O valor maximo de desgranulacdo (cerca de 25%) atingiu-se ap6s um estimulo
com 61,5 pg/mL e para a concentra¢do mais elevada utilizada, observou-se uma diminuicéo da
percentagem de desgranulacdo. E de realcar que se observou uma diferenca na desgranulacio
induzida por 12,3 pg/mL entre a PlaP1 (~11%) e PlaP2 (~20%).

35,0
30,0
25,0

20,0 |

15,0 ‘[ == PlaP1

PLaP2
10,0
5,0 ¥
' I
0,0

1 10 100 1000

Log [P.hybrida], pg/mL

% de libertagio de B-hexoaminidase

Figura 30- Curva dose-resposta obtida ap6s sensibilizacdo das células com duas pools diferentes de soros de
individuos sensibilizados e estimulagdo com o extrato de P. hybrida, com células sensibilizadas com pool PlaP1 e
PlaP2. Os resultados apresentados resultam da média + DPM, com n= 2 para cada experiéncia.

A par com esta experiéncia, foram também realizados ensaios com o extrato de Q.

rotundifolia. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 31.

Observou-se um aumento de desgranulagdo das células em ambos os casos, QueP1l e
QueP2, sendo a desgranulacdo semelhante (15% para QueP1 e 10% para QueP2). No entanto é
realgcar que a concentracdo minima para a qual se observou efeito do extrato foi inferior no caso
de QueP1, tendo-se registado uma desgranulacdo de 12,5% em resposta a 12 pg/mL de extrato
enguanto que para QueP2 foram necessarios 24 pg/mL de extrato para obter 0 mesmo efeito.
Para QueP1 ha um aumento de desgranulacéo até a concentragdo 23,4 ug/mL, sendo que o pico
de desgranulacdo se observa para a concentracdo de 117 pg/mL, correspondendo a 20 %. No
caso de QueP2, o pico desgranulacdo verifica-se para a mesma concentragdo, mas com um valor

superior (aproximadamente os 25%).
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Figura 31 - Curva dose-resposta obtida apos sensibilizagdo das células com duas pools diferentes de soros de
individuos sensibilizados e estimulagdo com o extrato de Q. rotundifolia, com células sensibilizadas com pool
QueP1 e QueP2. Os resultados apresentados resultam da média + DPM, com n= 2 para cada experiéncia.

Ao analisar as curvas dose-resposta obtidas, observa-se que as duas pools de soros
apresentam comportamentos distintos, com a curva dose-resposta desviada para concentrages
maiores de extratos, observando-se uma maior intensidade na resposta obtida com as células

sensibilizadas com QueP1 ou com PlaP1.

Os soros utilizados para a construgdo da pool PlaPl e QuePl apresentam

imunorreatividade especifica para platano e azinheira, respetivamente.

Segundo os resultados obtidos por EAST, os soros utilizados para a construgdo da pool
Pla2 e QueP2 apresentam imunorreatividade cruzada com dactila. Quer para platano, quer para
azinheira, os resultados mostram que as células marcadas com a PlaP1 e QueP1, onde a
sensibilizacdo poderd ser primaria, apresentam uma maior sensibilidade para 0s extratos
polinicos de platano e azinheira, respetivamente, do que as células marcadas com as pools PlaP2
e QueP2.

Estes resultados sugerem que o extratos de pélenes de platano e de azinheira possam ser
responsaveis pelos sintomas in vivo, em resultado quer da sensibilizacdo primaria, quer por

reatividade cruzada com D.glomerata.
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5.2. ldentificacdo de bandas imunorreativas nos extratos polinicos de
P.hybrida e Q.rotundifolia

5.2.1. Identificacdo de bandas imunorreativas em funcéo do pl
Para um estudo mais detalhado, mais especificamente para a identificacdo de bandas
imunorreativas recorreu-se ao Imunoblot, com separacéo proteica prévia dos diferentes extratos

(ver capitulo de Materiais e Métodos, ponto 4.2.4.1).

Procedeu-se a separacdo proteica dos extratos polinicos por isoeletrofocagem seguida de
imunoblot usando os soros atrés descritos, antes (N&o Inibido) e apds inibicdo com D.glomerata
(Inibido).

sl s2 s3 s5 s7 s8 s9 s10 s12
Pl NrpNr I NI 1 NI INININI NI I NI
3,5 — o r — 35
5.1 — ~5.0
6.0 — ~6.0
— 62
6.5
7.0—
7,8-8,2 —
~8.4
—— 93

9.3

Figura 32 - Identificacéo de bandas imunorreativas dos diferentes soros para P.hybrida (NI-N4o Inibido; I-Inibido).

Foi possivel identificar bandas para P.hybrida (Figura 32 e Tabela 17) para todos os soros
testados. Os resultados mostram que 0 soro S3 é 0 mais imunorreativo para platano, pois € o
soro onde foram reconhecidas mais bandas (9 bandas), seguindo-se os soros S2, S5 e S9, onde
foram reconhecidas 7 bandas, enquanto os soros S7, S10 e S12 foram os menos reativos. No que

diz respeito a inibigdes, verifica-se uma diminuicdo de reatividade.

Observou-se em todos 0s casos uma banda a 6,2, 7,7 e 9,2. Foi também identificada uma
banda a 7,7 para todos os soros que pode corresponder a reatividade cruzada com D.glomerata,
uma vez que é visivel uma diminuigdo da intensidade de reacdo em soros inibidos. Sete dos
nove soros apresentaram também imunorreatividade em pl 6,2.No que diz respeito a inibigdes,
foi possivel observar inibi¢cdo em 4 soros para pl de 5,1, 6,2 e 7,7. Dos 9 soros testados, apenas
1 apresentou inibi¢do paraum pl 5,8, 7,1 e 8,4.
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Tabela 17 - Identificacdo de bandas imunorreativas com base no ponto isoelétrico para a espécie P.hybrida
Imunorreatividade (+); Inibicéo(-).

- Sl S2 S3 S5 s7 S8 S9 S10 S12
 dasoos N + N P

| amoss

_+-+-+ + + + + +
_+++++ + + + + + + + + + +
_+++++ + + + +

_+++++ + + + + + + + + + + +
_ + o+ o+ + + + + + +
_+++++ + + + + + + + + + + + +

A Figura 33 diz respeito aos resultados obtidos apds a separacdo proteica do extrato de
Q.rotundifolia, onde foi possivel identificar bandas para 8 dos 9 soros testados. Dos 9 soros
testados 8 apresentam imunorreatividade a 9,2. Os soros S2 , S3, S5 e S9 apresentam uma

banda a 6,2, que pode corresponder & Dac g 1, descrita ja na bibliografia (allergome.org ).

A banda a 9,2 foi a mais reconhecida pelos soros testados, ndo desaparecendo quando 0s
soros sofrem inibi¢cdo. Em 6 dos 9 soros testados foi identificada a banda com pl 5,7. As bandas
com pl de 6,2, 7,7 e 8,9 foram identificadas em 5 dos 9 soros testados. Em 7 dos 9 soros

testados foi idententificada uma banda com pl de 6,2.

sl s2 s3 s8 s9

I
P NIINIINIINIINIINIINII

3,5 — ;
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51—
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~62
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7882 — ~77
~ 8.4
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Figura 33 - Identificacdo das bandas imunorreativas dos diferentes soros para Q.rotundifolia (NI-no inibido e I-Inibido).
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Quanto a existéncia de inibicdo, € possivel visualizar uma diminuicdo da

imunorreatividade para 1 dos 9 soros testados para os pl de 4,5,4,7,6,2e 7,7.

Tabela 18 - Identificacdo de bandas imunorreativas com base no ponto isoelétrico para a espécie Q.rotundifolia
Imunorreatividade (+); Inibicdo (-).

- - - - - I I R
o TR0 O I e (R + v
o 2016 I S P R s|le]es]e] 2 +

Apos a realizacdo dos ensaios foi possivel identificar as bandas imunorreativas, nos soros
descritos anteriormente, para as espécies em estudo de acordo com o seu ponto isoéletrico. Pelas
tabelas apresentadas (Tabela 17 e Tabela 18) é possivel observar que os soros testados

reconhecem um maior nimero de bandas para a espécie P.hybrida do que para Q.rotundifolia.

E visivel que a maioria dos soros apresenta uma banda com pl 9,2, que no caso de
P.hybrida ndo foi inibida por dactila, podendo esta banda corresponder a um alergéneo

hémologo de Pla a 1/a 2, descrita na literatura (Tabela 7- Introducéo) (allergome.org®).

Quanto a existéncia de reatividade cruzada, verifica-se que 0S soros possuem mais
bandas inibidas também para o extrato de P.hybrida. Para platano, observa-se ainda que existe
uma banda com pl de 6,0, que foi inibida pela dactila sugerindo que resulta de reatividade
cruzada com esta Ultima. Esta pode corresponder a uma proteina homologa da Dac g 1, ja
descrita na literatura (allergome.org® — introducéo).

No caso de Q.rotundifélia, na literatura ainda ndo se encontram descritos valores de pl,
no entanto, a maioria dos soros apresenta bandas com um pl de 6,0, que a semelhanca do que
acontece para P.hybrida, poderd corresponder a uma proteina homologa da Dac g 1

(allergome.org™).
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5.2. ldentificagdo de bandas imunorreativas com base na sua massa
molecular

Para além da separacdo proteica com base no ponto isoelétrico, procedeu-se também a
identificacdo das bandas imunorreativas ap6s separacdo proteica dos extratos de P. hybrida, Q.
rotundifolia por SDS-PAGE.

Para a espécie P. hybrida (Figura 34) foram reconhecidas bandas com massas
moleculares compreendidas entre os 10 e 76 kDa. A banda correspondente a uma massa de 19
kDa foi a mais reconhecida (5 dos 9 soros), seguindo-se a banda de 16 kDa que foi reconhecida
por 4 dos 9 soros testados. Dos 9 soros, 3 reconheceram as bandas com pesos de 12kDa, 21kDa,
24 kDa, 28 kDa e 40 kDa. Todos os soros, com excep¢do do soro S5, S7 e S10 apresentam uma

banda com uma massa molecular de aproximadamente 18 kDa.

?’Iklf‘){)) Sl 2 s3 S5 7 S8 S9 S10 S12
NI I NI I NI I NI [ NI I NI I NI I NI I NI I
.‘ U
—— ~ 38 kDa
gt
! ) — ~ 25 kDa
o g.’ 13 —— ~ 18 kDa
|
b L -
! ‘L ' T
l —— ~ 12 kDa
_

Figura 34 - Identificacéo de bandas imunorreativas dos diferentes soros para P. hybrida apds separagéo
com base na Massa Molecular (NI-néo inibido e I-Inibido).

Tabela 19 - Identificacdo de bandas imunorreativas com base na Massa Molecular para a espécie P.
hybrida: Imunorreatividade (+); Inibicéo (-).

- S1 S2 S3 S5 S7 S8 S9 S10 S12
N +
B +

o2 +

Dassoe | + o+ + | + + | +
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iess + o+ + | = + ¥ + 4
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Em relacdo a espécie Q. rotundifolia verifica-se que todos os soros testados apresentam
imunorreatividade para essa espécie, uma vez que se identificaram massas moleculares entre 0s
10 e 69 kDa (Figura 35). A banda com massa molecular de 17 kDa foi reconhecida por todos 0s
soros, seguindo-se a banda de 33 kDa que foi reconhecida por 6 soros.

SI S22 S3 S5 S7 S8 S9 S10 S12
xll\)da) NI I NIT NI I NI I NI I NI I NI I N I NI I

75—
50 —
37 —

__ ~33kDa
25 —
20 —

s — ~17kDa

: —— ~15kDa

10 — - __ ~10kDa

J _JH

Figura 35- Identificacdo de bandas imunorreativas dos diferentes soros para Q. rotundifélia apos separagdo com
base na Massa Molecular (NI-néo inibido e I-Inibido).

Tabela 20- Identificagdo de bandas imunorreativas com base na Massa Molecular para a espécie Q.
rotundifolia: Imunorreatividade (+); Inibicéo (-).
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Observam-se bandas para P.hybrida com massas de 18 kDa e 25 kDa, reconhecidas pela
maioria dos soros. Estas podem corresponder a proteinas homologas de Pla a 1 e Pla TLP,
respetivamente, que se encontram ja descritas na literatura (allergome.org®®) e que sdo

considerados alergénios “major” desta espécie (Ferndndez-Gonzélez, M. Guedes, Abreu, &
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Rodriguez-Rajo, 2013). E de notar que, para além disso, todos os soros reconheceram uma

banda com pl 9,2, valor de pl que pode corresponder ao alergénio Pla a 1 (allergome.org!).

Os alergénios de Q. rotundifolia ainda ndo se encontram caracterizados no entanto,
existem alergénios descritos para outras espécies do género Quercus, como é o caso do Que a 1
e Que a 2, respetivamente, que apresenta uma massa molecular de 17kDa e 15 kDa.

Para além disso, existem tambem evidencias de sensibilizagdo da populagdo da Peninsula
Ibérica a Q. ilex (Valero Galvan, Valledor, Gonzélez Fernandez, Navarro Cerrillo, & Jorrin-
Novo, 2012), tendo ja sido apresentada uma caracterizacdo do perfil proteico desta espécie
apontando para alguns alergénios.

Neste trabalho 6 dos 9 soros testados apresentam reconhecimento de uma banda com
~17kDa e 3 dos 9 soros apresentaram reconhecimento de uma banda a ~15kDa, ambas
compativeis com a ocorréncia de homologia alergénica entre Que a 1 e Que a 2. Em 2 dos 9
soros foi identificada banda a 10 kDa, que podera corresponder a Que a 4 (Tabela 8). No
entanto, os resultados sugerem que estas bandas podem ser o resultado de reatividade cruzada
com D. glomerata, que apresenta alergénios de massa comparavel, como é o caso de Dac g 2
(Tabela 6- Introdugdo), uma vez que ocorreu inibicdo conclusiva desta banda pelo extrato de

D.glomerata.

Assim, os resultados permitiram identificar alergénios de P.hybrida e evidenciaram que a
sensibilizacdo da populacéo quer especifica para P.hybrida, por exemplo Pla a 1, quer cruzada
com gramineas, possivelmente devido a proteinas homologas de Dac g 1, Dac g 4
(allergome.org™). Estes resultados sdo ainda reforcados pela observacéo da resposta diferencial

na ativacao de basofilos pelas pools PlaP1 e PlaP2.

Observou-se ainda que, embora os resultados ndo permitam descartar a existéncia de
sensibilizacdo especifica a Q. rotundifolia, como sugerem os resultados obtidos por EAST e nas
respostas celulares diferenciais para as pools QueP1 e QueP2, que podem estar mascarados nos

ensaios de imunoblot muito provavelmente devido a sensibilizacdo da populagéo.
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CAPITULO 6

Conclusao






Este trabalho teve por objetivo o estudo do perfil alergoldgico para P.hybrida e
Q.rotundifolia na populacdo de Evora, tendo constituido uma abordagem para a identificacéo
das caracteristicas da sensibilizagdo da populagdo a estas espécies, da identificacdo de eventuais
alergénios e do eventual risco da alergia aquando da exposicao a estes tipos polinicos.

Neste ambito, os resultados apresentados mostraram que:

I. A venda de medicamentos para o tratamento da alergia aumenta significativamente
durante a Primavera, quando ocorre a época polinica principal, registando-se um
aumento em Marco, anterior s gramineas e oliveira e consistente com a época polinica
de platano e azinheira;

Il.  Registou-se sensibilizacdo a platano e azinheira em todos os individuos da populacéo
estudada, resultante quer de reatividade primaria quer de reatividade cruzada;

I1l.  Os extratos de polen de platano e azinheira induziram desgranulacdo de basofilos
evidenciando a sua acdo alergizante independentemente de esta resultar de reatividade
priméria ou cruzada;

IV.  Foram identificados alergénios em ambas as espécies, que carecem de caracterizacéo

para a sua identificacdo e classificacdo;

Em concluséo, embora em cerca de metade dos casos, a imunorreatividade pareca resultar
principalmente de reatividade cruzada com gramineas, estes resultados sugerem que a exposicao
ao polen de platano e azinheira pode contribuir para o agravamento dos sintomas pré-época
observados em alguns individuos e apontam para um papel relevante destas espécies na doenca

alérgica respiratoria registada na regido de Evora, tendo assim impactos significativos na saude.
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Anexos






Lista de Reagentes

YV VV VYV V V V VYV VYV V V V V VYV V V VYV V VY V V VY V YV V VY

Acido Acético (VWR);

Acido Fosforico (Merck);

Anfolitos (Fluka);

Anti-IgE Humana (Fa. Dako #A0094);
Azida de sodio;

Azul de Comassie G-250 (Sigma- Aldrich);
Bicarbonato de Sodio (Sigma Aldrich);
Bis/ Acrilamida (PlusOne);

BSA (Sigma Aldrich);

Coomassie Blue R-250 (VWR);

DTT;

Etanol (VWR);

Glicerol (Bio-Rad);

Glicina (Bio-Rad);

HCI (Sigma-Aldrich);

H,O destilada e bi-destilada;

Metanol (VWR);

NaCl (Sigma-Aldrich);

NH;HCO; (Sigma Aldrich);

Persulfato de Amonio (Seurobio);
Ponceau S (AMRESCO);

Riboflavina;

SDS (VWR);

Tris (Sigma-Aldrich);

TEMED (Serobio);

Twen-20 (VWR);

P- nitrofenol (Calbiochem);



YV VV V V V V V V V VYV V V VY V VY V V VY V V V

Lista de Materiais
BalBes volumétricos
Esguicho
Espatulas
Etiquetas
Frascos de cultura celular
Gelo
Gobelés
Luvas descartaveis
Magnetes
Mascara descartavel
Microplacas
Microtubos estéreis e ndo estéreis
Micropipetas P10, P20, P100, P200, P1000, P5000 e respetivas pontas
Micropipeta multicanal
Microtubos ndo estéreis
Membrana de PVDF
Membrana de nitrocelulose
Parafilme
Pincas
Placas de 96 pocos
Placas de 96 pocos para cultura de células
Tubos de falcon (15 e 50 mL)



YV V.V V V VYV V V VYV V V V V VYV V V

Lista de equipamentos
Agitador magnético (Labinco)
Balanca Analitica (Metler HK 160)
Banho seco (Grant)
Bio-Rad Gel doc (sistema e software)
Camara de fluxo laminar (Nuaire)
Céamara de neubauer
Centrifuga de bancada (spin) (Cleaver Scientific Ltd)
Centrifuga (Hettich zentrifugen)
Congelador
CronOmetro
Medidor de pH: Inolab pH Level 1
Microscopio 6tico (Olympus)
Sistema de eletroforese Mini-Protean-3 da Bio Rad (USA)
Leitor de microplacas
Sistema IEF Model 111 Mini IEF Cell da Bio-Rad
Trans-Blot Eletroforetic Cell da Bio-Rad



Preparacdo dos padrdes de BSA
[BSA] stock = 2mg/mL —> A partir desta preparou-se a de 1 mg/mL

Branco | Volume Stock 2 | Tampéo Fosfato

0 pg/mL 1mL

10 pg/mL 10 pL 990 pL
20 pg/mL 20 pL 980 pL
30 pg/mL 30 pL 970 pL
40 pg/mL 40 pL 960 pL
60 pg/mL 60 L 940 pL
80 pg/mL 80 pL 920 pL
100 pg/mL 100 pL 900 pL
120 pg/mL 120 pL 880 pL
150 pg/mL 150 pL 850 pL
200 pg/mL 200 pL 800 pL

Os padrdes preparados foram armazenados no congelador até nova utilizacéo.

Preparacéao de Solugdes

Quantificacao de proteina

Reagente de Bradford

Para 200 mL de solucdo dissolver vigorosamente 0,020g de azul de comassie G-250 em
12,5 mL de etanol 95%. Adicionar a solugdo 25 mL de &cido fosforico 85%. Diluir para 200 mL

de 4agua ultrapura e filtrar.



Focagem Isoelétrica em gel de policrilamida

Concentrado de monémeros (T= 25%, C= 3%)

o Acrilamida 24,25 % (w/v)

e Bisacrilamida 0,75% (w/V)

Riboflavina ((FMN) 0,1% (w/v))

e 50 mg de riboflavina

o 50 mL de &gua bidestilada

APS 10% (preparar na hora)

Dissolver 0,250g de persulfato de amoénio em 250 uL de &gua bidestilada.

Glicerol (25% (w/Vv)

o 25 mL de glicerol
e 75 mL &gua bidestilada

Solucéo fixadora

e 30% metanol
e 5% TCA

e 3,5% acido sulfossalicilico

Solucdo corante

Para 200 mL de &gua bidestilada:
e 0,2% azul de comassie R-250
e 28% etanol

e 149% 4acido acético



Solucdo descorante |

Para 200 mL de &gua bidestilada:
e 0,5% sulfato de cobre 11
e 28% etanol

e 14% 4cido acético glacial

Solucdo descorante 11

Para 200 mL de &gua bidestilada:
o 25% etanol

e 7% &cido acético

SDS-PAGE
Acrilamida/Bis (30%T: 2,26 %C)

Para 300 mL de agua destilada:
e 86,6 g de acrilamida
e 24 gN’N’ - bis-metileno-acrilamida

Filtrar e armazenar a 4°C, no escuro (30 dias ho maximo)

SDS 10% (W/V)

Dissolver 10 g de SDS em 90 mL de agua, com agitacdo suave. Perfazer até 100 mL.

Guardar a temperatura ambiente até 6 meses.

Tris-HCL, 1.5M, pH 8.8

Dissolver 18,159 em aproximadamente 60 mL de &gua destilada. Ajustar o pH a 8.8 com
HCI. Perfazer até 100 mL Guardar até 3 meses a 4°C no escuro.

Tris-HCL 0.5M, pH 6.8

Dissolver 6g em aproximadamente 60 mL de &gua destilada. Ajustar o pH a 6.8 com HCL.

Perfazer até 100 mL. Guardar até 3 meses a 4°C no escuro.



Tampao da amostra 6X (Tris HCL 300 mM, pH 6.8, SDS 12%., Glicerol 30%, Azul
de Bromofenol 0,062%DTT 600 mM)

3 mL Glicerol

1 mL Tris-HCI 1,5M, pH 6,8
0,69 SDS

0,4626g9 DTT

0,0003g azul bromofenol

Adicionar &gua até 5 mL. Aliquotar e guardar a -20°C até 6 meses.

APS 10% (preparar na hora)

Dissolver 0,250g de persulfato de aménio em 250 L de &gua bidestilada.

Coomassie Stain

e 72,069 Glicina
e 5gSDS

Dissolver e perfazer até 1L com agua desionizada. Nao ajustar o pH com acido ou base.
Guardar a 4°C. Se ocorrer precipitacdo, coloca-lo a temperatura ambiente antes de utilizar.

% (v/v), acido acético 10% (v/v), Coomassie 0,5% (m/v))

Para 1 mL de solucéo adicionar:

e 450 mL MeOH
e 100 mL écido acético glacial
e 5g Coomassie Brilliant Blue

Filtrar a solucdo e armazena-la, protegida da luz a temperatura ambiente.

Solucdo Corante (MeOH 40% (v/v, Acido acético 10% (v/v) Coomassie 0,1% (m/v))

Para 1 L de solucdo adicionar:

e 400 mL MeOH

e 100mL &cido acético glacial
e 1g Coomassie Brilliant Blue

Filtrar a solucdo e armazené-la, protegida da luz, a temperatura ambiente



Solucdo Descorante (MeOH 30% (v/v), Acido acético 10% (v/v))

Para 1 L de solucéo adicionar:

e 300 mL MeOH
e 70mL 4cido acético glacial

Guardar a temperatura ambiente.

Imunobloting

Tampao de transferéncia (Tris 25 mM, pH 8.3, Glicina 192 mM, MeOH 20%, SDS
0,037%)

Para 1 L de solucdo adicionar:

3,03 g Tris

14,49 Glicina

200 mL metanol (grau analitico)

0,37 g SDS ou 3,7 mL solucdo SDS 10%

Né&o adicionar &cido ou base para ajustar o pH.

Ponceau S (0,2%)

Para 100 mL de &gua bidestilada:

e 0,29 de Ponceau S
e 3 mL de 4cido acético

TBS 10X (Tris HCL 250 mM, NaCL 1.5M,pH 7.6

Para 1L de solucdo, adicionar:
e 30,289 de Tris

e 87,66 NaCL

Acertar 0 pH e guardar a 4°C.

TBS-T 1X ( Tris HCL 25 mM, NaCL 150 mM, Tween- 20 0.1%, pH 7.6)

Para 1L de solucdo, adicionar:
e 100 mL de TBS 10X

e 1 mL de Tween-20
Acertar 0 pH e guardar a 4°C.
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Ensaios com células RBL

Tampao Tyrodes 20X

Para 1L de solucdo, adicionar:

e 160g NaCl (2,89M)

e 49 KCI (0,054 M)

e 1g NaH,PO4 (0,0064 M)

e 29 MgCl, X ) H,0 (0,0098 M)

Tampao Tyrodes 1X de lavagem

Para 1L de solucéo, adicionar:
e 50 mL Tyrodes 20X

e 1,11 gCaCl,(1M)

e 1gGlucose

e 249gHEPES

Tampao Tyrodes 1X de diluicdo

Para 500 mL de solucdo, adicionar:
25 mL Tyrodes 20X
e 0,7mL CaCl; (IM)

e 0,59 Glucose
e 12gHEPES
e 250 mL D20
Acetar 0 pH a 7,45 (titular com 10 N NaOH). Armazenar no congelador.

0,4 M Solucao de acido citrico monohidratado

Para 500 mL de solucdo adicionar 38,42 g acido citrico monohidratado. Acertar o pH
até 1,75 (titular com 10% HCI)

1% Triton X

e 0,5mL Triton X
e 495 mL PBS
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Solucéo Stop

e 3,754 g Glicina
e 250 mL de agua
Acertar o pH a 10,7 (titular com 10 N NaOH). Armazenar a 4°C

Versénio

e 100 mL PBS
e 0,55mL EDTA (100 mM)

Meio de Cultura DMEM

e 2,59 meio DMEM
e 0,55 g bicarbonato

Acrescentar 250 mL de 4gua e acertaropH a 7,1.
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