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Abreviaturas

ANOVA - Andlise de Variancia, do inglés Analysis of Variance

SD - Significativamente diferente, do inglés Standard deviation

PM — Matéria particulada, do inglés Particulate matter

ELISA — Ensaio de imuno-absor¢cdo com detecdo enzimatica, do inglés Enzyme-linked
immunosorbent assay

T-X 100 — Triton-X 100

BSA — Albumina de soro bovino, do inglés Bovine serum albumine

BCA — Método do acido bicinconinico, do inglés Bicinchoninic acid assay

PBS — Tampao de fosfatos salino, do inglés Phosphate buffer saline

POX — Estreptavidina-peroxidase, do inglés Streptavidin-peroxidase

TMB - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de duodecil sulfato de
sodio, do inglés Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

SDS - Duodecil sulfato de sodio, do inglés Sodium dodecyl sulphate

TEMED - Tetrametiletilenodiamina

TBST — Tampéo Tris salino, suplementado com Tween 20, do inglés tris buffered saline
supplemented with Tween 20

Tris — tris(hidroximetil)aminometano, do inglés tris(hydroxymethyl)aminomethane

pH — Potencial de hidrogénio

Ig — Imunoglobulina

APS — Persulfato de amoénio, do inglés Ammonium Persulphate

Bis — Bisacrilamida

PVDF — Fluoreto de polivinilideno, do inglés Polyvinylidene fluoride or polyvinylidene
difluoride

AP — Fosfatase alcalina, do inglés Alkaline phosphatase

DTT - Ditiotreitol

HPR — Peroxidase de rabano, do inglés Horseradish peroxidase

RAST - Teste radioalergoabsorvente, do inglés Radioallergosorbent test

MM — Massa molecular

LTP — Proteina transportadora de lipidos, do inglés Lipid transfer proteins

TLP — Proteina do tipo taumatina, do inglés Thaumatin-like protein
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SEM — Microscopia eletronica de varrimento, do inglés Scanning electron microscopy
TEM — Microscopia eletronica de transmissdo, do inglés Transmission electron microscopy
VEP — Particulas de exaustdo de veiculos, do inglés Vehicle emitted particles

RNA — Acido ribonulceico, do inglés Ribonuncleic acid

DNA — Acido desoxiribonulceico, do inglés Deoxyribonucleic acid

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés Polymerase chain reaction
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Efeitos de poluentes atmosféricos na alergenicidade do pélen de

Platanus hybrida

Resumo

A incidéncia de doenga alérgica respiratdria e a gravidade dos sintomas sao superiores
em zonas poluidas. Neste trabalho pretendeu-se comparar a producédo e alergenicidade do
polen de Platanus hybrida entre um ambiente urbano (Evora) e um rural (Herdade da Mitra).

O pdlen foi colhido em arvores P. hybrida nas duas localidades. Foi avaliada a
producéo polinica, quantificado o alergénio major Plaa 1 (por ELISA especifico), e analisados
os perfis em alergénios (bandas IgE-reativas) por Western-blot, usando soros de individuos
alérgicos a polen de platano.

A producéo polinica media foi semelhante nos locais estudados, apresentado, porém,
maior dispersdo em Evora. O contelido polinico de Pla a 1 foi superior em Evora. A
intensidade de seis bandas IgE-reativas (incluindo o Pla a 1), foi superior em pélen de Evora.
Os resultados sugerem que fatores caracteristicos do ambiente urbano afetam a producéo

polinica e outras caracteristicas do polen, aumentando a sua alergenicidade.

Palavras-chave: Alergia; pélen; poluicdo; alergénio; Platanus hybrida
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Effects of atmospheric pollutants on Platanus hybrida pollen allergenicity

Abstract

In polluted areas, the incidence of allergic respiratory disease is elevated and allergic
symptoms aggravated. The aim of this work was to evaluate the effect of urban (Evora) over
rural (Herdade da Mitra) environment on the pollen production and allergenicity of Platanus
hybrida.

Pollen was harvested from P. hybrida trees in both locations. Pollen production was
evaluated, major Pla a 1 allergen quantified (by specific ELISA), and Western blot was used
to analyze the allergen (IgE reactive proteins) profiles, using sera from allergic individuals.

The average pollen production was similar between locations, but greater dispersion was
found in Evora. Pollen Pla a 1 content was higher in Evora. The intensity of six IgE-reactive
bands (including Pla a 1) was higher in pollen from Evora. The results suggest that the
characteristic of an urban environment affects pollen production and favours an increased

pollen allergenicity.

Key-words: Allergy; pollen; pollution; allergen; Platanus hybrida
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Capitulo I:
INTRODUCAO

—
'_\
| —



Marta Feliciano Silva Otilio
Efeitos de poluentes atmosféricos na alergenicidade do polen de Platanus hybrida




Marta Feliciano Silva Otilio
Efeitos de poluentes atmosféricos na alergenicidade do polen de Platanus hybrida

1.1. Poluentes atmosféricos e o trafego automovel

Existem estudos epidemioldgicos que identificaram a exposicdo a emissdes de trafego
como um dos principais fatores de polui¢do atmosférica, contribuindo para o desenvolvimento
de doencas alérgicas (Schultz et al., 2017). O dltimo relatério da Agéncia Europeia do Meio
Ambiente refere que até 96% da populacdo urbana da Unido Europeia esta atualmente exposta
a concentracGes de particulas finas acima das diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude,
pelo que se pode dizer que todos os grupos etarios sdo influenciados pela polui¢do atmosférica
(Sénéchal et al., 2015; World Health Organization Regional Office for Europe - Copenhagen,
2000). O repentino aumento dos niveis de poluentes ambientais devido ao desenvolvimento
industrial e ao trafego de veiculos urbanos afetou a qualidade do ar e, consequentemente, a

gravidade e a mortalidade por doencas alérgicas (Zhang et al., 2015).

Atualmente, o ozono troposférico (O3) é tido como um dos poluentes atmosféricos mais
importantes do seculo XXI, e a sua concentracdo aumentada € um problema que se estende a
nivel internacional (World Health Organization Regional Office for Europe - Copenhagen,
2000). A nivel do solo, o O3 é formado principalmente por rea¢des fotoquimicas, tendo como
precursores Oxidos de azoto (NOx), mondxido de carbono (CO) e compostos organicos
volateis (Ribeiro et al., 2014).

As respostas imunes podem ser afetadas por poluentes do ar, incluindo particulas geradas
por combustdo, hidrocarbonetos semi-volateis e gases de escape. Os componentes da poluicao
fotoquimica, dioxido de azoto (NOz) e Os, induzem respostas inflamatorias das vias aéreas,
promovem as respostas imediatas e tardias aos alergénios e reduzem a resisténcia a infecoes
(Gruijthuijsen et al., 2006).

1.1.1. Gases e matéria particulada

Em vérios estudos epidemioldgicos foi demonstrado que a exposicao de curto prazo a
concentracdes elevadas de poluentes do ar ambiente, incluindo misturas de matéria particulada
(PM), nomeadamente particulas finas (PM 2,5 um), pode agravar a asma pré-existente e
desencadear pieira (Schultz et al., 2017). Além dos gases e particulas poluentes emitidos por
atividades humanas, a atmosfera ¢ o meio de circulacdo para uma grande variedade de

particulas biogénicas, tais como bioaerossdis, que consistem em tipos muito diferentes de
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particulas, como virus, bactérias, fungos, fibras vegetais ou poélen, com uma distribui¢do
amplamente aberta de dezenas de nandmetros a algumas centenas de micrometros, particulas

estas muito ativas para diversas e potenciais doencas (Sénéchal et al., 2015).

A poluicéo atmosférica esta associada a muitos sinais de agravamento da asma, como
0 aumento da hiper-responsividade bronquica, aumento do uso de medicamentacao e aumento
de visitas a servicos de emergéncia e internamentos hospitalares. Os componentes mais
abundantes da poluicdo do ar em areas urbanas com altos niveis de trafego de veiculos sdo
PM inalavel, NO; e Os. Os efeitos dos poluentes atmosféricos na fungédo pulmonar dependem
do tipo de poluente e da sua concentragdo ambiental, da duracdo da exposicao e da ventilacéo
total das pessoas expostas. Os aeroalergénios, como derivados de pdlen e esporos de fungos
na atmosfera externa, sdo capazes de induzir obstrucao brénquica em individuos predispostos,
e a alergia ao pélen é amplamente usada para estudar a inter-relacdo entre poluicdo do ar e
alergia respiratéria em individuos atdpicos. Os gréos de pélen transportados pelo ar, pequenos
pedacos e restos de plantas de tamanho muito diminuto e grdos de polen rompidos durante
tempestades podem causar sintomas respiratorios alérgicos em individuos predispostos,
interagindo também com outros contaminantes aéreos na producédo desses efeitos (D’ Amato,
2011)

O O3 é originado a nivel do solo por reagdes fotoquimicas que envolvem radia¢fes
ultravioletas nas misturas atmosféricas de NO: e hidrocarbonetos decorrentes das emissoes
dos veiculos. Cerca de 40-60% de Os inalado é absorvido nas vias aéreas nasais, enquanto o
restante atinge as vias aéreas inferiores e pode afetar o trato respiratdrio superior e inferior. A
inalagdo de altas concentragfes de Os induz a deterioracdo da fungdo pulmonar e o aumento
da reatividade das vias aéreas a agentes broncoconstritores inespecificos e especificos e esta
relacionada com um risco aumentado de agravamento de asma em pacientes asmaticos. O
aumento da concentragdo atmosferica de Oz e NO. tem sido associado a aumentos na

morbidade respiratdria e nos internamentos hospitalares por asma em criancas e adultos.

O NO2 é um precursor da poluigdo fotoquimica, é encontrado no ar em regides urbanas
e industriais e, em conjunto com a luz solar e hidrocarbonetos, resulta na producéo de Os. Os
gases de escape de automdveis sdo a fonte mais significativa de NO; externo, embora algumas

fontes que queimam combustiveis fosseis também o libertem no meio ambiente.
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A PM é o problema mais grave de polui¢do atmosférica em muitas cidades e vilas, e
parece ser o componente da polui¢do do ar mais consistentemente associado a efeitos adversos
a satde. E uma mistura de particulas sélidas e liquidas de natureza, tamanho e composi¢&o
diferentes, entre as quais grdos de pdlen e outras particulas vegetais que transportam
alergénios e esporos de fungos. A PM inalavel pode alcangar as vias aéreas inferiores e é

medido como PM1o (menos de 10 pm de didmetro aerodindmico) e PM.s (menos de 2,5 pm).

Existe um aumento da producdo de CO, com as mudangas climaticas, a urbanizacédo e
os altos niveis de emissdes de veiculos, juntamente com ao aumento da alergia respiratoria na
maioria dos paises industrializados. As pessoas que vivem em areas urbanas tendem a ser mais

afetadas pela doenca do que aquelas que vivem em éareas rurais (D’ Amato, 2011).

A Directiva 2008/50/ce do Parlamento Europeu e do Conselho referem que “para
garantir que as informacdes recolhidas sobre a poluicdo atmosférica sejam suficientemente
representativas e comparaveis em toda a Comunidade, é importante utilizar, para avaliar a
qualidade do ar ambiente, técnicas de medicdo normalizadas e critérios comuns no que diz
respeito ao numero e a localizacao das estacdes de medicdo”. As particulas finas em suspenséo
(PM2,5) ttm um impacto negativo importante na saide humana, e ainda ndo foi definido um
limiar abaixo do qual as PM2,5 seriam inofensivas, pelo que este poluente ndo devera ser
regulamentado da mesma forma que outros poluentes atmosfericos. Para 0 0zono (O3) o limiar
de informacdo é 180 pg/m?3, para uma média de 1 h, e o limiar de alerta é de 240 pg/m?, para
uma média de 1 h. O valor limite de didxido de azoto (NO,) é de 200 pg/m?, para uma média
de 1 h. O valor limite de PMio, num dia, é de 50 pg/m?, e os limiares superiores e inferiores
de PM2s , numa média anual, sdo de 17 pg/m® e 12 pg/m3, respetivamente (O Parlamento

Europeu e o Conselho da Unido Europeia, 2008).

1.1.2. Zonas urbanas vs. Zonas rurais

Atualmente, os recursos naturais tém um papel fundamental na regulacéo do stress da
vida quotidiana, e tém sido vastamente cultivados espacos verdes. No entanto, apesar das
diversas vantagens para a salde publica, surgiram alguns problemas, sendo a questdo mais
séria a tendéncia crescente de sensibilizacdo ao polen, especialmente em ambientes urbanos.
De facto, as pessoas que vivem em zonas de maior trafego, sdo afetadas com alergias

respiratorias induzidas por polen mais do que aquelas em zonas rurais (Bosch-Cano et al.,
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2011; Carifianos & Casares-Porcel, 2011; D’ Amato et al., 2010; Resnik, 2012; Sedghy et al.,
2018).

Pode dizer-se também que a exposicao a poluicdo do ar aumenta a resposta das vias
aereas a alérgenos inalados em individuos suscetiveis. Na maioria dos paises industrializados,
as pessoas que vivem em areas urbanas tendem a ser mais afetadas por doengas respiratorias

alérgicas do que aquelas nas areas rurais (D’ Amato, 2011).

Nas Ultimas décadas, existe um crescente nimero de evidéncias que aponta para uma
associacdo entre a urbanizacdo e a tendéncia crescente de doencas alérgicas, sugerindo a
poluicdo do ar como uma das principais causas. Estudos mostraram que pessoas que vivem
em areas urbanas tém sintomas alérgicos mais graves e prevalentes do que aqueles em areas
rurais (Sedghy et al., 2018).

1.2. Efeito de poluentes no polen

Bosch-Cano et al. (2011) mostraram que os poluentes do ar podem induzir uma grande
quantidade de polen alergénico em algumas arvores ornamentais, fornecendo novas fontes
para aeroalergénios. Num outro estudo, Lu et al., 2014 mostraram que gases poluentes podem
ser encontrados na superficie do pélen, aumentando a alergenicidade e libertacdo de proteinas

alergénicas no polen oriental (Sedghy et al., 2017).

Existem vérios efeitos diretos no polen, provocados por poluentes atmosféricos:
modificacbes de fungdes bioldgicas e de reproducao, diminuigdo da viabilidade e germinacao,
alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas da superficie do pélen, alteracdo do potencial
alergénico e efeito adjuvante, aumentando seus potenciais riscos para a salde (Sénéchal et al.,
2015).

Para investigar experimentalmente esses efeitos e, dependendo dos objetivos cientificos,
0 poélen pode ser fumigado em instalacbes de laboratério com poluentes gerados
artificialmente ou diretamente exposto a poluicdo atmosférica ao ar livre. Em casos em que 0
polen utilizado é exposto a poluigdo atmosferica em ar livre, é necessario ter em conta dois
grupos principais de ensaios de campo em material polinico poluido: Exposi¢éo passiva, em

que o polen e particulas nos gréos de pdlen sdo colhidas no local de exposi¢cdo; Método de
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transplante, em que algum poélen previamente colhido é exposto em diferentes zonas poluidas,

dentro de um periodo especificado.

A exposicéo passiva tem como principal vantagem fornecer um padréo de poluigéo realista
e integrar os efeitos a curto e longo prazo dos poluentes nas plantas. Quando o pdlen é colhido,
tendo em conta os gréos de polen total, 0 método mais comum € o esquema de comparacao
em que o material a ser estudado é colhido numa zona poluida (centro da cidade e nas margens
da estrada) e numa zona de controlo (numa zona rural ou montanhosa) (Sénéchal et al., 2015).
Para o caso de P. hybrida, apenas sdo conhecidos artigos onde o polen foi fumigado, em
laboratorio, e um artigo em que se comparam zonas poluidas e zonas ndo poluidas (Lu et al.,
2014; Ribeiro et al., 2014; Sedghy et al., 2017).

1.2.1. Efeito sobre as func¢des biologicas e reproducao

Foram realizados varios estudos, principalmente entre o final da década de 1960 e de
1980, sobre os efeitos das chuvas acidas em diferentes polenes de arvores das florestas
europeias e americanas, com o objetivo de conhecer mais sobre a germinacéo e viabilidade do
polen sob condigdes de poluicdo, estando a salde da floresta e a sua reproducéo no ambito
das investigacOes (Sénéchal et al., 2015). Mesmo se orientadas para a floresta e/ou para area
agro-, estas formas de investigacdo, ainda ativas, fornecem elementos que podem ajudar a
entender melhor as alteraces no contetdo do pélen e também podem estar nas proteinas mais
significativas envolvidas nessas alteragdes de viabilidade, algumas das que pode estar

implicado em doencas alérgicas (Gottardini et. al., 2008).

Em experiéncias de pélen com o método de transplante, os testes de viabilidade e
germinacdo realizados a polen de Betula verrucosa e de Dactylis glomerata, ap6s 2 dias
completos de exposicdo em zonas industriais e de trafego intenso, mostraram claramente que
0 material recém-colhido do pdlen perdeu totalmente as suas fungdes bioldgicas e de
reproducdo. Tem sido observada uma diminuicdo na viabilidade e/ou germinacéao
consistentemente para o polen de varias espécies exposto naturalmente a ar poluido (Sénéchal
etal., 2015).

Atualmente, ainda ndo € compreendido se a germinagdo e a alergenicidade dos gréos

de polen estdo correlacionadas. No entanto, por exemplo, para o pélen de gramineas, algumas
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proteinas como os alergénios de pdlen de gramineas do grupo 1 (pB-expansina) desempenham
um papel importante no processo de reproducdo. O Zea m 1 tem de facto um grande efeito
nas taxas de crescimento do tubo polinico in vivo. Sabe-se também que a formacéo de espécies
reativas de oxigénio no polen comeca no estagio inicial da germinacdo, antes da formacéao do
tubo polinico, pelo que a germinacdo, a viabilidade do pdlen, a alergenicidade e os efeitos da
poluicdo do ar no pdlen podem ter alguns pontos em comum de interesse (Sénéchal et al.,
2015).

1.2.2. Efeitos fisico-quimicos

Os efeitos fisico-quimicos de poluicdo atmosférica no pdlen que tém sido
demonstrados ocorrem na superficie externa da exina, na superficie externa dos gréos, tanto
no polen colhido como também no pdlen exposto. Estes efeitos sdo detetados através do uso
de microscopia Otica, bem como por microscopia eletrénica de varrimento (SEM) e
microscopia eletronica de transmissao (TEM). Os resultados que mais se salientam em muitas
das experiéncias efetuadas, mostram que a exposicao a poluicdo do ar ambiente amplifica a
fragilidade da exina, ja por si bastante fragil, causando o colapso e abundantes fissuras na sua
superficie (Duhoux, 1982). Em relacdo a matéria particulada presente no ar, a equipa de
Chehregani e Majd mostrou que grande parte da PM pode acumular-se na superficie de graos
de polen e alterar a forma e o tectum do polen (Chehregani et al., 2004; Majd et al., 2004;
Sénéchal et al., 2015).

Podem ocorrer ainda altera¢fes quimicas de proteinas, tais como as nitragfes. Durante
a permanéncia na atmosfera, os polenes contactam com gases e material particulado ai
existente, podendo ocorrer modifica¢fes quimicas, de superficie, e bioquimicas, ja que o pélen
é um material bioldgico adaptavel. Quando essas alteracfes se traduzem em modificacfes
proteicas, quer nos niveis de expressao, quer pés-traducionais (como nitracdes), a capacidade
alergizante do polen pode agravar-se. O efeito de NO> esta descrito, em polen de bétula induz
nitracdo de uma proteina especifica, reconhecida pelos individuos sensiveis como um
alergénio (Bet v 1), agravando a sintomatologia (Gruijthuijsen et al., 2006). Um estudo em
polen de Platanus orientalis exposto a poluentes atmosféricos e a produtos de queima de
combustiveis, revelou um aumento da expressdo da proteina identificada como Pla a 1, o

alergénio major desta espécie (Lu et al., 2014). Dados recentes no nosso laboratério mostram
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também que a exposicao do polen de Dactylis glomerata a Oz e a NO2 modificam a superéxido
dismutase, que esta também documentada como um alergénio (Butteroni et al., 2005; Conti et
al., 2014; Costa et al., 2017).

1.2.3. Alterac0es proteicas motivadas pelos poluentes atmosféricos

As diferentes modificagdes induzidas pela poluicdo do ar tém sido avaliadas no nivel
das proteinas. Os poluentes podem desempenhar um papel na variagdo da quantidade de
proteinas e/ou na presenca ou auséncia de bandas de proteinas a partir de extratos
comparativos. Por exemplo, Shahali et al. (2009) encontraram uma diminui¢do na quantidade
total de proteina no pélen de Cupressus arizonica dos locais poluidos e uma diminuicéo de
Cup a 1. Num estudo sobre polen rural versus urbano, Guedes et al. (2009) observaram
diferencas nos perfis de proteinas, uma vez que as bandas de 16 e 36 kDa (do extrato de polen
soltvel em agua de Chenopodium album) desapareceram no pdélen coletado na area mais
poluida. A equipa de Majd et al. (2004) também observou o mesmo desaparecimento de
algumas bandas proteicas ao comparar o pélen de zonas poluidas e ndo poluidas em polen de

diferentes espécies vegetais (Sénéchal et al., 2015).

Como referido anteriormente, foi ainda demonstrado que os gases NO2 e Os, em
ambiente urbano poluido, também poderdo modificar quimicamente proteinas transportadas
pelo ar. Sob condi¢bes de poluicdo urbana, foi observada a nitracdo in situ de residuos de
tirosina de varias proteinas, incluindo o principal alergénio do pdlen de bétula Bet v 1a. Além
disso, foram também detetadas proteinas nitradas em amostras de poeira de varios ambientes
urbanos. In vitro, a taxa de nitracdo de proteinas depende da abundancia de 6xidos de

nitrogénio e ozono nas misturas de ar (Gruijthuijsen et al., 2006).

1.2.4. Alteracéo de composicao de alergénios

Relativamente as proteinas especificas, os alergenios, e as modifica¢bes induzidas pela
poluicdo do ar no pélen colhido ou exposto, bem como no material oriundo do pdlen, os
resultados ndo sdo concordantes. Alguns estudos, tal como o desenvolvido na Finlandia, ndo

detetaram diferencas na alergenicidade do pdlen de bétula de acordo com o gradiente de
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poluicdo estudado, indicando que a poluicdo combinada de didxido de enxofre e metais

pesados ndo afeta os alérgenos do pélen (Helander et al., 1997).

Recentemente, na ZAUM (Munique), a equipe de Traidl-Hoffmann encontrou um
aumento no conteudo de alergénios nos extratos de pdlen de bétula poluidos ao comparar o
polen de arvores com baixa exposicdo a Oz e alta com exposicao ao Oz (Gilles et al., 2012).

Em cidades do Mediterraneo e adjacentes, alguns alergénios como o Cup a 3 sdo
expressos principalmente no polen de cipreste em condigdo de stress, como é o caso da
poluicdo atmosférica, devido a trafego intenso. Por outro lado, em pdlen de jardim, com baixa
poluicdo, essa proteina nédo foi expressa (Cortegano et al., 2004; Suarez-Cervera et al., 2008).

Ao comparar extratos de pdlen de Lolium perenne de zonas urbanas poluidas com
zonas rurais ndo poluidas, Armentia et al. (2002) mostraram uma diferenca significativa na
reatividade cutanea dos 20 pacientes urbanos e 20 rurais testados aos extratos, com uma maior
resposta relativamente ao pdlen urbano, sendo que a maior concentracdo de Lol p 5 foi

detetada nos extratos de pélen urbano (Sénéchal et al., 2015).

As diferencas nos tipos polinicos e nas caracteristicas da exposicdo destes a poluentes

podem estar na base nas diferencas encontradas entre estudos.

1.2.5. Particulas subpolinicas

A presenca de particulas subpolinicas, inatas e emitidas a partir de grdos de polen
fragmentados, é atestada ha muito tempo. De espécie para espécie, essas particulas ndo sdo de
tamanho homogéneo nem da mesma natureza. A sua presenca na atmosfera aumenta a
biodisponibilidade dos alergénios do pdlen. O papel da poluicdo na libertacdo e disseminacéo
desses materiais estd documentado. Relativamente aos efeitos dos poluentes na alergenicidade
desse material aéreo especifico, os resultados sdo escassos, ainda que hajam varios grupos a

estudar intensivamente na Gltima década (Sénéchal et al., 2015).

10

——
| —



Marta Feliciano Silva Otilio
Efeitos de poluentes atmosféricos na alergenicidade do polen de Platanus hybrida

1.3. Efeito alergénico da combinacdo de poluentes atmosféricos e

material bioldgico derivado do polen

E possivel que os poluentes do ar promovam a sensibilizacdo das vias aéreas,
induzindo alteracBes no conteudo alergénico de particulas transportadas pelo ar que
transportam alergénios. Ha também evidéncias de que o dano na mucosa das vias aéreas e 0
comprometimento da depuracdo mucociliar, induzido pela polui¢do do ar, podem facilitar a
penetracdo e 0 acesso dos alergénios inalados as células do sistema imunolégico. No entanto,
os pacientes afetados pela asma frequentemente experimentam rinite e, portanto, respiram
pela boca, ignorando a funcdo nasal e facilitando a penetracdo de poluentes e aeroalergénios

nas vias aéreas inferiores (D’ Amato, 2011).

H& vérios anos que se coloca a hipotese de que o Oz e outros poluentes podem
aumentar a suscetibilidade de individuos alérgicos a antigenios aos quais sao sensibilizados,
e existem estudos que o comprovam. Foi relatado que o Os esta associado a um risco
aumentado de desenvolvimento de asma entre criangas na California que praticam atividades
desportivas ao ar livre. Assim, a poluicdo do ar e o exercicio ao ar livre podem contribuir para
0 desenvolvimento de asma em criancas, aumentando a inflamacdo das vias aéreas e a

capacidade de resposta das vias aéreas. (D’ Amato, 2011)

Existe ainda um estudo da maior e mais catastrofica epidemia de asma provocada por
trovoada, na Australia, a 21 de novembro de 2016, precipitando véarios milhares de
apresentacdes respiratorias agudas nas emergéncias, e associada a dez mortes. A asma por
trovoada é o desencadeamento de um ataque de asma por condi¢Bes ambientais causadas por
uma tempestade local. A investigacdo destes eventos sugere que 0s eventos de asma por
trovoadas resultam de uma complexa interacdo de fatores de suscetibilidade ambientais e
individuais. Os fatores ambientais estabelecidos incluem altas concentracdes de um
aeroalergénio, chuva e humidade para romper os grdos de pdélen, libertando grdos finos
respiraveis para as vias aéreas inferiores, e tempestades que levam particulas de alergénios
respiraveis ao nivel do solo. Os fatores individuais de suscetibilidade incluem a sensibilizacdo
prévia a aeroalergénios sazonais, rinite alérgica sazonal e baixas taxas de uso de
corticosterdides inalatorios em pacientes com diagnostico de asma. Podem haver fatores
desencadeantes ambientais e meteoroldgicos, risco e suscetibilidade da populagéo, efeitos nos

servigos de saude e estratégias de mitigacdo relacionados com as epidemias de asma que
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podem ocorrer. Os graos de pdlen podem ser transportados por tempestades ao nivel do solo,
com a libertacdo de aerossois bioldgicos alergénicos de tamanho paucimicroénico, oriundos do
citoplasma de p6lenes rompidos ou ndo, que podem penetrar profundamente nas vias aéreas
inferiores. No caso deste evento, o papel da mudanca climética deve ser tido em conta, por
exemplo, o aumento das concentracdes atmosféricas de dioxido de carbono e temperaturas
que afetam as concentracdes de aeroalergénios (Albertine et al., 2014; J. Hunter et al., 2017).
Também € sugerido que a mudanga climética possa estender as épocas polinicas em todo o
mundo, com uma maior probabilidade, crescente, de eventos climaticos extremos como
tempestades, cuja confluéncia pode aumentar o risco de eventos mais frequentes de asma
epidémica no futuro. Outras grandes cidades, que partilham combinagdes semelhantes de
condi¢cdes ambientais podem néo estar igualmente preparadas, estando vulneraveis a essa
epidemia (D’Amato et al., 2016; Thien et al., 2018).

1.4. Platanus hybrida

1.4.1. Caracterizacdo da espécie

A espécie Platanus hybrida é da familia Platanaceae e tem como nome comum
“Platano”. E uma planta arborea, utilizada como &arvore de sombra ornamental,
frequentemente em parques, pracas, jardins, passeios, ruas, margens de estradas e de cursos
de agua. Esta muito presente em zonas populacionais, quer em meio urbano, quer em meio

rural.

E uma arvore que aprecia a luz e requer solos ligeiros, férteis, profundos (da-se mal
em solos superficiais) que sdo necessarios ao seu sistema radicular, para se desenvolver de
forma conveniente, e solos com certa humidade. E resistente ao ataque de insetos e suporta
bem o ambiente mais poluido das cidades. Como arvore ornamental alcanca os 1500 m de
altitude. E uma arvore de porte vigoroso, que pode alcancar mais de 30 m de altura. A copa é
oval na idade juvenil, tendendo a arredondar ao longo do tempo. O tronco € de cor acinzentada,
reto e grosso, distinguindo-se pela sua casca, que se desprende em grandes placas, de forma
irregular. Ha citacOes atuais de arvores que registam idades de até 400 anos, com um perimetro
de 11 m. Embora frutifique abundantemente, as sementes ndo sdo com frequéncia, férteis [1].
Esta arvore é de folha caduca, inflorescéncias desenvolvem-se no inicio da primavera e a

polinizacdo é anemofila. Antes da floragdo ser iniciada, ocorrem duas fases: budburst I, onde
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os rebentos ficam inchados, e o budburst I, onde os rebentos comegam realmente a abrir. De
seguida ocorrem as etapas da floracéo, que ocorre em duas fases: a fase | da floracéo, em que
0s rebentos estdo agora abertos e as flores sdo visiveis, e a fase Il da floracdo, onde as flores
estdo abertas (Mimet et al., 2009).

A espécie Platanus hybrida tem grande representatividade na cidade de Evora
(Galveias et al., 2016) e meios rurais proximos, e 0 seu pdlen estd descrito como alergénico
(A. Asturias et al., 2003), tendo sido por estas razdes escolhido como modelo bioldgico deste
estudo.

1.4.2. O pélen de Platanus hybrida

Na regi&o de Evora, a época polinica de P. hybrida é entre marco e abril, e a espécie
tem o seu periodo de floragdo em margo, com polinizacdo anemofila. O seu pdlen tem de
didmetro 16-20 um, uma forma circular e/ou triangular (Figura 1), com aberturas tricolpadas

de colpos curtos e arredondados [2 & 3].

Figura 1: Pélen de P. hybrida observado em microscépico 6tico, na
ampliacdo de 400x. Em A observa-se a vista frontal do polen e em B
a vista lateral.

Em Evora, observam-se valores elevados de diversos tipos polinicos (Figura 2),
embora sejam os da familia das gramineas, da oliveira e da urtiga, 0s que mais se destacam
pelos valores percentuais anuais que atingem. O polen de platano contribui em 3% para o total
anual (Todo-Bom et al., 2004). Contudo, uma baixa percentagem anual ndo significa uma
baixa exposicdo a este tipo polinico. Como o periodo de polinizagdo do P. hybrida é
relativamente curto (20-45 dias), os niveis de pdlen atmosférico desta espécie no seu periodo

de polinizagdo sdo consideraveis, podendo atingir 2x10° grdos de pdlen/m3 de ar [3].
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Rumex 2¢,Urtica 9% - Diversos 5% NI1%
Qsuber 7% Chenopodiaceae
1%

Compositae 1%

Quercus 9%

Cupressaceae
1%

Olea 13%

Parietaria 3%
Pinaceae 2%

Poaceae 31% lantago 25

Platanus 3%

Figura 2: Indices percentuais anuais de pélen das familias polinicas mais relevantes em Evora (retirado de Todo-
Bom et al., 2004).

Nos meses de Inverno, em janeiro e fevereiro, observam-se contagens muito altas de
Cupressaceae e de Urtica. A partir de marco, durante toda a primavera, observam-se
contagens elevadas de Platanus, Quercus, Pinus, Parietaria, Poaceae, Olea, Plantago e
Compositae. A existéncia de altos niveis de incidéncia aeropalinologica entre marco e julho
tem como consequéncia o facto de, mesmo espécies em que 0s valores percentuais parecem

modestos, poderem representar significancia clinica importante (Todo-Bom et al., 2004).

O polen de P. hybrida tem cinco alergénios conhecidos, nomeadamente o Plaa 1, Pla

a2,Plaa3, Plaasg, PlaaTLP, todos com via de exposi¢do por inalacdo [4].

O Pla a1 ¢é designado o alergénio major de P. hybrida e é uma proteina com funcao
provavel de inibidor de invertase, com massa molecular 18 kDa. Estudos de localizacao
intracelular mostram que, apds 5 min em meio de germinacao, este alergénio é detetado como
proteina solGvel e libertado das regifes de abertura e ndo-abertura da parede celular de gréos
de polen. Em grdos maduros de polen ndo hidratado, sdo predominantemente associados as
cisternas concéntricas do reticulo endoplasmatico. Apo6s 5, 15 e 30 min, e 2 h de hidratacdo, a
localizagdo nessa regido de reticulo endoplasmatico € bastante diminuida (Suarez-Cervera et
al., 2005). Esta proteina tem duas liga¢des dissulfureto, entre os residuos 31 e 46 e 102 e 142.
O peptido tem 179 residuos de aminoacidos e um peptideo sinal nas posicdes 1 e 23, do
terminal amina (A. Asturias et al., 2002; A. Asturias et al., 2003). Este péptido é também

expresso no caule, mas ndo nas folhas [5].
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O Pla a 2 é uma proteina com funcdo de exo-poligalacturonase com atividade
catalitica, de massa molecular 43 kDa. Atua na organizacdo da parede celular, processo
catabdlico de pectina, desenvolvimento de pdlen, germinagdo de polen e desenvolvimento do
tubo polinico. Tem pH 6timo a 4.0, temperatura 6tima a 50 °C. A cadeia polipeptidica tem
377 residuos de aminodcidos e peptideo sinal nos residuos de 1 a 5. Ocorrem glicolisagdes
nas posicoes 211 e 345. Tem dois centros ativos, na posic¢ao 200, sendo de doador de protdes,
e na posicdo 223. Tem atividade 1-4-a-galacturonidase, e atividade de poligalacturonidase.
Tem funcdo molecular de glicosidase e hidrolase. Esta proteina é segregada. Assim, pode ser
detetada, em estudos de localizacdo intra-celular, no exterior da parede celular, no reticulo
endoplasmatico, parede celular, complexo de Golgi e vesiculas endoplasmaticas (Asturias et
al., 2006; Suarez-Cervera et al., 2005). Apds 5 min em meio de germinacdo, € detetado como
uma proteina soluvel e libertada nas regides de abertura e ndo abertura da parede de gréos de
polen; apds 15 e 30 min, é abundante na abertura germinativa; apos 2 h em meio de
germinacdo, a localizagdo nessas regides diminui (Suarez-Cervera et al., 2005). Em gréos de
polen maturos e ndo hidratados, é abundante em cisternas e vesiculas de Golgi na regido da
abertura; apds 5 minutos de hidratacéo, a localizacdo nessas regides diminui; apds 15 minutos
de hidratacdo, esta presente em volta do tubo polinico emergente e no centro da célula
vegetativa, tanto no reticulo endoplasmatico como no complexo de Golgi; ap6s 30 min de
hidratacdo, esta presente na juncdo entre a parede e o tubo polinico (Suarez-Cervera et al.,

2005). E expresso no pdlen, nos caules mas ndo nas folhas (Ibarrola et al., 2004; [5]).

O Pla a 3 é uma proteina de transferéncia lipidica ndo especifica (LTP), pelo que é
responsavel por ligacéo e transporte de lipidos. As proteinas inespecificas de transferéncia de
lipidos das plantas transferem fosfolipidos e galactolipidos, através das membranas. Tem uma
massa molecular de 10 kDa, e pode desempenhar um papel na deposicéo de cera ou cutina nas
paredes celulares das células epidérmicas em expansao e de certos tecidos secretores. Tem

cadeia polipeptidica com 118 residuos de aminoacidos e peptideosinal nas posicdes de 1 a 26.

[4]

O Pla a 8, ou profilina, tem a funcédo bioldgica de proteina de ligacdo a actina e a sua
massa molecular é de 15 kDa. Esta presente no pélen e a sua exposi¢do ocorre por inalagdo
[5]. As profilinas representam um grupo de proteinas envolvidas na polimerizacdo de actina
no citoesqueleto do microtabulo, além de desempenhar outros papéis, como sinalizagdo. No

entanto, sua fungdo quando libertada no estigma é desconhecida (Burks et al., 2019).
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O Pla a TLP, “Thaumatin-like Protein”, ou taumatina, tem massa molecular de 25
kDa, estd presente no pélen e a sua exposicdo ocorre por inalacdo [5]. As TLP sédo
polipeptideos de cerca de 200 residuos de aminoacidos que compartilham semelhanca de
sequéncia com a taumatina (Liu et al., 2010).

1.4.3. Efeito de poluentes ambientais no polen de P. hybrida
Os artigos de Lu et al. (2014), Ribeiro et al. (2014), Sedghy et al. (2017) apresentam-
nos trabalhos em que sdo usadas espécies de estudo do género Platanus, relacionando
caracteristicas do polen destas espécies com poluentes atmosfericos, 0s dois primeiros com

exposi¢ao “in vitro” do pdlen a poluente, e o terceiro com exposicdo passiva ambiental.

O estudo de Lu et al. (2014) utiliza Platanus orientalis como espécie de estudo, e para
verificar se o pélen de Platanus e poluentes atmosféricos tém um efeito sinergico, colheram
gréos de polen, que expuseram a poluentes aéreos gasosos de ambiente urbano, incluindo SO,
NO- e NH3 (durante 1h ou 8h), bem como a particulas de exaustéo de veiculos (VEPs) (durante
8h). Os graos de poélen foram colocados um num filtro de membrana de policarbonato e
expostos numa camara de ambiente controlado aos gases SO2 (0,1 L/min), NOz (0,54 L/min)
e NHsz (0,03 L/min), sendo a humidade mantida a 60% e a temperatura a 25 °C, condigao
semelhante aos valores da época polinica. O polen foi analisado por SEM, as proteinas foram
extraidas e determinada a sua concentracdo pelo método de Bradford e, posteriormente, as
proteinas extraidas foram separadas por SDS-PAGE. Foi também realizada eletroforese bi-
dimensional para analise da expressao proteica e espectrometria de massa para identificacao
de proteina de Platanus. Os resultados de exposi¢cdo mostraram que os graos de pélen ficam
inchados e que podem ser encontradas novas particulas na superficie do polen apds a
exposicdo a mistura de gases, e que a mudanca morfolégica do polen ambiental pode afetar o
comportamento de seu conteddo alergénico. Foi também detetada uma nova banda de
proteinas, com massa molecular aproximada de 26,5 kDa, ap0s exposi¢cdo do pdélen de
Platanus aos VEPs em estudo. Estes resultados sugerem que os poluentes atmosféricos podem
afetar a libertacdo de alergénios do pélen de Platanus. Mostraram ainda que a expressdo de
uma proteina alergénica (Pla a 1) do polen de P. orientalis € aumentada ap6s a exposi¢do a

gases poluentes e VEPs.
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O trabalho de Ribeiro et al. (2014) Platanus acerifélia, com o objetivo de investigar os
efeitos do Oz no contelido proteico e perfis proteicos de ligacdo a IgE do polen destas espécies,
apos exposicdo in vitro a diferentes niveis de concentracdo do gas. As inflorescéncias foram
colhidas durante o periodo de floracdo na cidade, e as anteras foram secas e esmagadas até o
polen puro passar entre varios niveis de peneiras. O polen foi exposto a Oz numa camara
ambiental equipada com um Simulador Solar, uma ventoinha para homogeneizar o ar, e
sensores de humidade e temperatura. As amostras de poélen foram expostas a O3
individualmente, durante 6 h, em concentragdes crescentes de metade, igual e quatro vezes
superior ao valor limite para a protecdo da saide humana. A proteina nos extratos polinicos
foi extraida e o contetdo proteico solivel dos extratos foi quantificado através do método de
Bradford. Foram separadas as proteinas dos extratos proteicos e realizado immunoblot. Foram
selecionados 10 pacientes atopicos, poli-sensibilizados ao polen desta espécie, avaliados pela
resposta positiva do teste cutaneo Prick, e cada soro foi aplicado individualmente. Observaram
que o tratamento com Os induziu uma diminuicdo de concentragdo proteica nos extratos,
independentemente da concentracdo de gas testada. Relativamente ao immunoblot, nos
extratos de Platanus, na maior parte dos soros testados, foi observada uma diminui¢do na

reatividade da IgE com o aumento da exposicdo a concentracdo de Os.

No estudo de Sedghy et al. (2017), foi utilizado pdlen de Platanus orientalis e foram
efetuadas colheitas de polen em 3 zonas poluidas e em 2 zonas ndo poluidas. Foi estabelecido
um critério de poluicdo tendo em conta a densidade populacional e o nimero de veiculos. Nas
zonas poluidas, as colheitas de pdlen foram efetuadas num raio de 10 m de vias de circulacao,
e nas zonas ndo poluidas as colheitas foram feitas a 500 m das zonas de trafego. O pdlen
colhido foi observado por SEM, foram preparados extratos proteicos, quantificada a proteina
pelo método de Bradford e realizado SDS-PAGE e immunoblotting para avaliacdo da
producdo de proteinas a partir de extratos de polen. Foi ainda realizada extracdo de RNA e
sintese de cDNA e amplificacdo por PCR em tempo real de alergénios. Relativamente a
resultados, ndo foram detetadas particulas submicrénicas, e apds immunoblot é referido um
aumento de Pla a 3 e de Pla a 1 nas zonas poluidas, confirmadas pela analise quantitativa ao
mRNA

Estes estudos revelam a influéncia de poluentes ambientais na alergenicidade do polen

do género Platanus, mas também evidenciam a necessidade de estudar melhor esta interag&o.
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Capitulo II:
OBJETIVOS

—
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2.1. Objetivos
2.1.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi contribuir para esclarecer alguns efeitos da polui¢do
atmosférica sobre a producéo polinica e sobre a alergenicidade do pélen de Platanus hybrida.
Para tal neste trabalho comparou-se um ambiente urbano (Evora) e um rural (Valverde —
Herdade da Mitra).

2.1.2. Objetivos especificos
v’ Caracterizar os niveis polinicos e do alergénio Pla a 1 em amostras de ar
representativas da zona de Evora; para isso, realizaram-se as contagens polinicas
de acordo com a metodologia padrdo da REA e procedeu-se a captacdo de
amostras de ar usando o equipamento ChemVol, e a sua extracdo e quantificagdo

de alergénio major Plaa 1 por ELISA,;

v' Definir os locais de amostragem e caracteriza-los no que respeita a parametros

indicadores da qualidade do ar; utilizaram-se neste caso metodologias de
quantificacdo de poluentes atmosféricos, nomeadamente o uURAD monitor a3 e
dados do satélite ESA Sentinel-5P;

v' Auvaliar a producdo polinica de arvores Platanus hybrida, recorrendo a
quantificacdo do nimero de gréos de pdlen por antera, por microscopia ética, nos

dois locais de amostragem;

v" Quantificar a proteina total e o alergénio major de P. hybrida, Pla a 1;
procedeu-se assim, a preparacdo de extratos proteicos polinicos seguida da
quantificacdo de proteina total, pelo método BCA, e do Pla a 1 por ELISA

especifico;

v/ Avaliar a imuno-reatividade dos extratos polinicos utilizando soros de

individuos alérgicos a P. hybrida, por immunoblotting.
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MATERIAIS E
METODOS
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3.1. Estratégia
3.1.1. Local de realizacao
Laboratério de Bioquimica Aplicada e Aerobiologia, Fase 111, Colégio Luis Antonio

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

3.1.2. Periodo de realizacéo
Este trabalho foi realizado durante um ano letivo (2018/2019).

3.1.3. Amostras
v" Soro de individuo com Prick e RAST positivos a P. hybrida e sintomatologia
alérgica na época polinica desta espécie
v" Soros de individuos com IgE negativa
v’ Extrato de P. hybrida

3.1.4. Técnicas utilizadas
v’ Captacédo de pdlen

Extracdo proteica

Liofilizacdo

ELISA

Immunoblotting

DN N NN
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3.2. Esquema do procedimento experimental

metodologia Hirst —

Colheita de polen com
Contagem polinica

Caracterizag&o da época polinica

do Platanus, na zona de Evora, e

quantificag&o do alergénio Pla a
1 em amostras de ar.

Colheita de amostras de ar
em ChemVol — Preparagé&o
de amostras para ELISA

Definicao dos locais de ‘
amostragem

Definicao e :
caracterizagéo da Avaliag&do das concentragdes de

qualidade do ar dos PM,, PM, 5, PM;4, O3, NO,, SO, e
locais de amostragem CO com uRAD monitor a3

Dados de satélite ESA Sentinel-

5P de NO2na troposfera
Efeitos dos poluentes
atmosféricos na
alergenicidade do pélen
Colheitade e
inflorescéncias Avallagag da
(fase Il do estado de prOd,u_an |dentificacio de
desenvolvimento da polinica Para ¢
florag&o) s ) bandas
proteomica munorreativas por
immunoblotting
_ Preparacéo de Com tampao
Obtencao do extratos de fosfatop o
p0|en prOtemaS (100mM, pH 7.4, com Quantlﬂ(}agao
soluveis 0,01% T-X 100) proteica
bCOTT;)tamfag Quantificagéo do
icarbonato de alergénio major
amonio Para ELISA de P. hybrida (Pla
R a 1) por ELISA
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3.3. Metodologia
3.3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados eram de grau de pureza elevado. A grande maioria foi
adquirida a firma Sigma Aldrich, tirando indicacdo em contrario. Os anticorpos utilizados nos
métodos de detecdo imunoldgica serdo indicados nos pontos 3.3.9 e 3.3.10 da Metodologia.

3.3.2. Definicéo dos locais de amostragem

Foram definidos dois locais de amostragem, numa zona urbana e numa zona rural, em
Evora e em Valverde, mais precisamente na Herdade da Mitra, respetivamente. Na Figura 3
observa-se a localizacdo geografica dos locais de amostragem, respetivas imagens e

coordenadas geograficas.

Mitra

Figura 3: Locais de amostragem, respetivas imagens e coordenadas geograficas, retiradas de GoogleMaps.

O local de amostragem em ambiente urbano, em Evora, situa-se junto a uma via de
grande afluxo, com coordenadas geogréaficas 38.575099, -7.905096, e o local de amostragem
em ambiente rural situa-se a cerca de 12 km da cidade de Evora, na Herdade da Mitra, com

coordenadas geograficas 38.575099, -7.905096, também junto a uma via de circulacao.

3.3.3. Caracterizacdo da qualidade do ar nos locais de amostragem
Na cidade de Evora, no local de amostragem definido anteriormente, foram efetuadas

medicdes de poluentes atmosféricos com o equipamento URAD monitor a3, com o qual se
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avaliaram as concentragdes de PM1, PMas, PMi, O3, NO2, SO2 e CO, em pg/m?. Estas
medicOes foram efetuadas ao final da tarde, numa hora de maior afluxo de transito automével,
entre as 17h10 e as 18h.

Uma avaria no equipamento uRAD monitor a3 impossibilitou a sua utilizacdo para a
caracterizacdo da qualidade do ar no local de amostragem da Mitra, pelo que recorremos a
outra abordagem a fim de comparar os dois locais, usando dados de satélite. Assim, foram
utilizados dados de uma coluna troposférica de NO- (da superficie a 10 km de altitude), em
mol/m?, sobre o concelno de Evora, obtida através do instrumento TROPOMI
(TROPOspheric Monitoring Instrument) a bordo do satélite ESA Sentinel-5P. Os valores
apresentados correspondem a média de 22 meses (01/01/2018 a 30/10/2019).

3.3.4. Colheita de amostras

A colheita das amostras de pdlen, feita diretamente das arvores, foi realizada na cidade
de Evora e no polo da Mitra, em localizacdes definidas e durante a respetiva época polinica
de P. hybrida nos anos de 2018 e 2019. Das arvores foram recolhidas as estruturas com as
anteras para envelopes, de modo a ser mais facil recolher o polen libertado. O contetdo dos
envelopes foi colocado numa peneira de 2 niveis, de modo a separar o polen e constituintes
de maior tamanho. O polen obtido apds a peneiracdo foi introduzido em tubos de 1,5 mL e
guardados em exsicador até posterior utilizacéo.

Foram também colhidas 5 inflorescéncias, na fase 11 do estado de desenvolvimento da
floragéo, por arvore, na cidade de Evora e no polo da Mitra, num total de 5 arvores por zona,
antes do inicio da época polinica de 2019 para verificar o efeito da poluicdo na fisiologia e

alergenicidade do pdlen. As inflorescéncias foram guardadas até utilizacao.

3.3.5. Dados do indice polinico
Os gréos de polen foram colhidos a partir de uma metodologia padrdo Hirst (M. Hirst,
1945). O amostrador volumétrico aspira 0 ar numa taxa de 10L/min, e os grdos de pélen sao
retidos numa fita de Melinex revestido com silicone. A preparacao de laminas para a contagem
e identificagdo dos tipos polinicos foi realizada a partir de uma metodologia padréo
recomendada pela Rede Europeia de Aeroalergénios (EAN) e a Rede Espanhola de
Aerobiologia (REA) (A. Smith etal., 2009; Galan et al., 2017). A contagem diaria foi realizada
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em 4 linhas horizontais numa ampliagdo de 400x, , em microscopio Otico (Olympus)
identificado na Figura 4, e os resultados foram expressos em pdélen por metro cubico de ar
(pblen/m?®) [6].

Figura 4: Microscopio 6tico utilizado na identificacdo e quantificacdo de polen.

Os dados de indice polinico dos anos 2018 e 2019 foram obtidos através da contagem

polinica diarias, das 00h as 00h.

3.3.6. Avaliacéo de producéo polinica
Os dados de producao polinica do ano de 2019 foram obtidos com auxilio de uma lupa
binocular (Olympus), através da contagem de laminas preparadas com grdos de pélen das
inflorescéncias em fase Il do estado de desenvolvimento da floracdo. Para tal, foram colhidas
3 anteras de cada inflorescéncia (Figura 5A) e colocadas em tubos de 1,5 mL. A cada tubo

foram adicionados 600 UL de etanol 70% de modo a fixar o material bioldgico.

Figura 5: Processo da avalia¢do da produgdo polinica. Em A observa-se a colheita de anteras numa inflorescéncia, em B a
macerac¢do do preparado com anteras, e em C a preparagdo de I&minas para quantificacdo em microscépio 6tico.
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No passo seguinte, o preparado foi transferido para um tubo de vidro de 4 mL e
macerado com um émbolo (ThomasScientific) para que as anteras abram (Figura 5B).
Posteriormente, o preparado foi novamente transferido para o tubo de 1,5 mL, perfazendo com
etanol 70% até 1 mL, garantindo que as paredes do tubo de vidro ndo continham resquicios
de polen. A etapa seguinte foi a preparacdo das laminas em placa de aquecimento, em
triplicado, como demonstrado na Figura 5C. O conteldo de cada tubo foi previamente
homogeneizado, foi colocada uma gota de glicerogelatina com fucsina na respetiva lamina,
seguido da aplicacdo de 10 puL de amostra e colocacdo de lamela sobre a gota aplicada, tendo
0 cuidado de ndo deixar a amostra transbordar da lamina. De seguida, observaram-se as

laminas em microscépio 6tico, na ampliacdo 400x.

3.3.7. Preparacéao de extratos de proteinas solUveis
3.3.7.1. Para protedmica

Para preparacdo de extratos proteicos para uso em protedmica, colocaram-se 4 mg de
polen num tubo de 5 mL, colocou-se o tubo em nitrogénio liquido para congelar pdlen e este
ser mais facilmente quebrado, e macerou-se o polen congelado com um pildo. Adicionou-se
50 pL de tampdo fosfato 100 mM, pH 7.4, com 0,01% T-X 100, macerou-se novamente o
preparado com o pildo e adicionou-se 50 pL do mesmo tampdo fosfato. De seguida, o
preparado foi exposto a ultrassons durante 5 min, e foi centrifugado a 10000 g durante 15 min.
Transferiu-se 0 sobrenadante para tubos de 1 mL e guardaram-se sedimentos e aliquotas de

sobrenadante, que se mantiveram a 4°C até analise.

3.3.7.2. ParaELISA
Foram preparados extratos de proteinas sollveis para quantificacdo do alergénio Pla a
1 por ELISA, tanto de amostras ar, obtidas com o equipamento ChemVol, representativas da

regido de Evora, como das amostras de pélen colhido nos locais de amostragem definidos.

Relativamente as amostras de ar, os filtros provenientes de captador ChemVol foram
colocados em tubos de Falcon de 15 mL onde foram adicionados 15 mL de tampéo
bicarbonato de amonio 0,1 M, pH 8.0 suplementado com 0,1% BSA no caso de se tratar de

filtros XL e adicionados 6 mL do mesmo tampdo bicarbonato de aménio quando se trata de
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filtros M. Os tubos foram colocados num agitador, e foram agitados por inversdo durante 4 h
protegidos da luz. Terminada esta etapa, colocou-se cada filtro dentro de uma ponta de pipeta
p5000, para secar a0 maximo a esponja, e colocaram-se os tubos em centrifuga refrigerada
(Hermle Z323K) onde se centrifugou a 2000 rpm, 5 min a 4 °C. De seguida, os filtros foram
retirados de dentro das pontas de pipeta e foram novamente centrifugados, juntamente com o
sobrenadante, a 6000 rpm, 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido para tubos de
liofilizagdo de 5 mL (Eppendorf), sendo que o sobrenadante correspondente aos filtros XL foi
guardado em 4 aliquotas de 2,5 mL e 2 aliquotas de 2 mL, e em relagdo aos filtros M foram
preparadas 2 aliquotas de 2,5 mL. Foram adicionados 2 pL de BSA 10% a cada aliquota,
exceto em duas aliquotas dos filtros XL que serviram como backup. Por fim, foi guardado o
sedimento em tubos de 1 mL. O sobrenadante foi liofilizado em liofilizador (Figura 6) e

guardado para uso posterior.

Figura 6: Liofilizador utilizado.

No caso das amostras de polen colhidas no local de amostragem, colocaram-se 0.1 g
de pélen num tubo de Falcon de 15 mL, adicionou-se 10 mL de solucdo tampéo bicarbonato
de amoénio 0,1 M, pH 8.0 suplementado com 0,1% BSA e 15 pL de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PSFH) e 100 mM de isopropanol. Agitou-se durante 2 h, a temperatura
ambiente, protegidos da luz. De seguida, centrifugou-se a mistura a 3000 g, durante 10 min.
O sobrenadante foi guardado por aliquotas, em tubos de Falcon pesados previamente. Ao

sedimento foi adicionado 5 mL de solugdo tampdo bicarbonato de aménio 0,1 M, pH 8.0
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suplementado com 0,1% BSA, colocado a agitar durante 2 h, a temperatura ambiente, isolados

da luz. De seguida, centrifugou-se durante 10 min, e foi guardado o sobrenadante.

3.3.8. Quantificacao proteica

A quantificacdo de proteina nos extratos foi realizada através do método de micro BCA
(&cido bicinconinico). O método de BCA foi descrito primeiramente por Smith et al. (1985) e
depende da conversdo de Cu?* em Cu* em condigBes alcalinas. O Cu* € entdo detetado através
da reagcdo com BCA. O ensaio tem sensibilidade semelhante ao do método de Lowry, mas
sendo o BCA estavel em condicdes alcalinas, este ensaio tem a vantagem de poder ser
realizado como um processo de uma etapa. A reacdo resulta no desenvolvimento de uma cor
purpura intensa, como exemplificado na Figura 7, com uma absorvancia maxima a 562 nm.
Como a producdo de Cu™ neste ensaio é uma funcdo da concentracéo de proteinas e do tempo
de incubacdo, o teor de proteinas de amostras desconhecidas pode ser determinado
espectrofotometricamente por comparacdo com padrdes de proteinas conhecidos. Este ensaio
ndo é afetado por uma variedade de detergentes e agentes desnaturantes, como ureia e cloreto
de guanidina, embora seja mais sensivel a presenca de actcares redutores (Walker & Walker,
2003).

Figura 7: Quantificacdo de proteina. Exemplo de placa com curva padrdo e amostras com reagente aplicado, para leitura de
absorvancia.

Para realizar a quantificacdo de proteina, foi utilizada uma placa de 96 pocos onde
foram aplicados 25 pL de padrdo (ver em Anexos), branco e as amostras em estudo. De
seguida o reagente foi preparado (Micro BCA™ Protein Assay Kit, Thermo Scientific) e
foram aplicados 100 puL por poco. A placa foi incubada a 37 °C durante 1h30, protegida da

luz. A absorvancia foi lida a 562 nm em espetrofotometro.

32

——
| —



Marta Feliciano Silva Otilio
Efeitos de poluentes atmosféricos na alergenicidade do polen de Platanus hybrida

3.3.9. Quantificacdo do alergénio major de P. hybrida (Pla a 1) por ELISA
A quantificagcdo de Pla a 1 foi determinada por ELISA sandwich (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay).

Os ELISAs sdo imunoensaios enziméaticos e podem ser executados com varias
modificacBes no procedimento bésico: direto, indireto, sandwich ou competitivo (Figura 8).
A etapa chave, imobilizacdo do antigénio de interesse, pode ser realizada por adsorcao direta
a placa de ensaio ou indiretamente através de um anticorpo de captura anexado a placa. O
antigénio é entdo detetado diretamente (anticorpo primario marcado com enzima) ou

indiretamente (anticorpo secundario marcado com enzima).

Apos a fase solida ser lavada, um anticorpo marcado com enzima (anticorpo de
detecdo) diferente do anticorpo de captura ¢ adicionado e¢ forma um “complexo sandwich” de
fase solida-anticorpo:antigénio:anticorpo-enzima. O excesso de anticorpo néo ligado € lavado
e é adicionado o substrato enzimatico. O marcador enzimatico catalisa a conversédo do
substrato a produto(s), a quantidade do qual é proporcional a quantidade de antigénio na
amostra. Os anticorpos de detecdo geralmente sdo marcados com fosfatase alcalina (AP) ou
peroxidase de rabano silvestre (HRP). (A. Burtis, R. Ashwood, & E. Burns, 2008; [6])

No entanto, um antigénio e capturado na placa (por adsorcédo direta a superficie ou
através de um anticorpo de “captura” pré-revestido, como num ELISA sandwich), é a etapa

de detecdo (direta ou indireta) que determina a sensibilidade de um ELISA.

Substrato

(5ub5trat|} - (
Substrato w» IJL\ ubstrato
L J
( JL Conjugado de Antizéni
e L anticorpo ! r!b':f”m -

Conjugado de zecundario -ﬁ, ] imibgor

anticorpo N\ Anticorpo -
Ag - primario - de captura &

ELISA Direto ELISA Indireto ELISA Sandwich ELISA Competitive

Figura 8: Procedimentos de ELISA: ELISA Direto, ELISA Indireto, ELISA Sandwich. e ELISA Competitivo (adaptado de
[7D).
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Os ELISAs sandwich normalmente requerem o uso de pares de anticorpos
correspondentes, em que cada anticorpo é especifico para uma parte diferente e ndo sobreposta
(epitopo) da molécula de antigénio. Um primeiro anticorpo (conhecido como anticorpo de
captura) é revestido nos po¢os. A solucdo da amostra é entdo adicionada ao poco. Um segundo
anticorpo (conhecido como anticorpo de detecdo) segue esta etapa para medir a concentragéo
da amostra. Tem a vantagem de ser altamente especifico, ja que o antigénio/analito é
capturado e detetado especificamente, é adequado para amostras complexas pois 0 antigénio
ndo requer purificacdo antes da medicdo, e € flexivel e sensivel pois podem ser usados

métodos de detecdo direta ou indireta [7].

Para o método de ELISA foi utilizada uma placa de 96 pocos, revestida com anticorpo
anti Pla a 1 (Roxall, P-06) (anticorpo de captura) com concentracdo de trabalho 2 mg/mL. O
anticorpo anti Pla a 1 havia sido liofilizado e, portanto, foi reconstituido com 100 pL de PBS
1x (para 1 L: NaCl 0.137 M, KCI 0.0027 M, 0.01 M Na;HPO4, 0.0018 M KH2PO4). De
seguida, a 10 pL de anticorpo de captura reconstituido, adiciona-se 10 pL de PBS 1x. A esta
mistura adiciona-se 10 mL de PBS 1x, ficando assim com o anticorpo de captura. Em cada
poco foi adicionado 100 uL de anticorpo de captura com uma pipeta multicanal (por inverséo).

As placas foram tapadas, identificadas e colocadas em frigorifico (6 °C) overnight.

No dia seguinte, as placas foram lavadas 3x com tampdo de lavagem (10 mM tampé&o
fosfato pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20) a temperatura ambiente, e foram adicionados
180 pL de tampdo de bloqueio (tampdo de lavagem, 1% BSA) em cada poco, com pipeta
multicanal sem inversdo. A placa tapada foi colocada em agitacdo suave durante 1 h, a
temperatura ambiente. De seguida foi preparada a curva padrdo (preparada com diluicGes
seriadas de Pla a 1 natural (Roxall, S-08), os controlos e amostras. Apds 1 h de incubacdo com
tampdo bloqueio, a placa foi sacudida sem lavar, e adicionaram-se 100 pL/poco de cada
amostra, padrdes e controlos como previsto no desenho da placa, e incubou-se a placa durante
2 h a temperatura ambiente. De seguida, lavaram-se as placas 3x com tampao de lavagem, e
adicionaram-se 100 pL/poco de anticorpo de detecdo biotinilado (Bial, B-07), exceto nos
pocos com controlo negativo, e incubou-se 1 h a temperatura ambiente. Ap6s incubacao,
lavou-se 3x com tampdo de lavagem e adicionaram-se 100 pL/pogo de enzima estreptavidina-
peroxidase (POX) (Sigma, S5512), incubou-se 45 min em agitacdo suave e a temperatura
ambiente. Por fim, ap6s o tempo de incubacdo, lavaram-se as placas 3x com tampéao de

lavagem, e adicionaram-se 100 pL/poco de TMB (a temperatura ambiente), taparam-se as
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placas e colocou-se em agitacéo suave durante 15 min. Terminado o tempo, a reagao foi parada
adicionando 100 pL/pogo de solugdo STOP (H2SO4 1.5 M) como exemplificado na Figura
9B, cronometrando 10 s entre cada adicdo de cada coluna. A absorvancia foi lida a 450 nm e
a 630 nm.

Figura 9: Quantificacdo de Plaa 1 por ELISA em amostras, com curva padrdo nas duas primeiras colunas. Exemplo de
antes (A) e depois (B) de aplicagdo de solugdo STOP.

3.3.10. Identificacdo de bandas imunorreativas por immunoblotting
A identificacdo das bandas imunorreativas por immunoblotting inicia-se pela preparacao

dos géis, seguido de SDS-PAGE e, por fim, transferéncia eletroforética e imunodetecéo.

Western blotting ou immunoblotting de proteinas € uma técnica laboratorial para detetar
proteinas especificas de uma amostra celular ou tecidual. A técnica foi descrita inicialmente
por Towbin et al. em 1979 e o nome inventado por Burnette em 1981 para corresponder a
técnicas semelhantes usadas para detecdo de DNA, Southern blotting (Southern, 1975), e
RNA, Northern blotting (Alwine et al., 1977). Esta técnica requer a separagdo de proteinas de
acordo com seu tamanho por eletroforese em gel, seguida por eletrotransferéncia das proteinas

para uma membrana que € “sondada” com um anticorpo contra a proteina de interesse
(Gwozdz & Dorey, 2017).

O primeiro passo é a preparacdo da amostra, que requer a lise celular, que no caso de
tecidos é precedida por homogeneizagdo mecanica ou enzimatica, para extrair e solubilizar
proteinas. Dependendo das estruturas celulares e tipo de célula, podem ser utilizados
diferentes tampdes de lise, normalmente compostos por um agente tamponante (como Tris-
HCI), sais como cloreto de sodio, lipidos que rompem detergentes e inibidores de proteases
para evitar a degradacdo de proteinas. Detergentes ionicos, como duodecil sulfato de sddio

(SDS), séo fortes agentes solubilizantes, mas desnaturam proteinas que prejudicam a sua
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atividade e interagdes. E Util conhecer a concentragio de proteina nos lisados para controlar a
quantidade introduzida no gel e permitir a comparagéo entre as experiéncias. A concentracdo
de proteinas pode ser medida usando o método de Bradford, método de Lowry ou método do
acido bicinconinico (BCA).

A etapa final é misturar as amostras com um tampé&o de carga composto por glicerol para
aumentar a densidade da amostra, facilitando a sua entrada no gel, um corante que torna a
amostra visivel (bromofenol ou azul de Coomassie), agentes que reduzem as ligagdes
dissulfeto (B-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT)) e, no caso de condi¢fes desnaturantes,
SDS. Para garantir a desnaturacdo completa das proteinas, as amostras sdo geralmente
colocadas a 95 °C por 5 a 10 min, mas a prolongacéo pode levar a degradacéo ou agregacao
de proteinas. As amostras sdo entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE), que separa as proteinas tendo em conta a sua estrutura e ponto isoelétrico (PAGE
nativo) ou tendo em conta o seu tamanho (SDS-PAGE). As proteinas precisam de ter uma
carga negativa para migrar através dos poros do gel quando submetidas a um campo
eletromagnético. No SDS-PAGE, todas as proteinas sdo carregadas negativamente devido a
ligacdo com SDS, sendo este uma molécula carregada negativamente que se torna
covalentemente acoplada a proteinas ao longo do seu comprimento apds exposicao ao calor,
0 que além de desnaturar a proteina, também transmite uma carga negativa proporcional ao
seu comprimento. Apdés a introdugdo da amostra de proteina no gel e a aplicacdo de um campo
elétrico vertical do topo do gel para o fundo, as proteinas séo repelidas do polo negativo (o
catodo) e migram para o polo positivo (0 &nodo). Devido ao efeito de peneiracdo molecular
da matriz de gel, as proteinas dentro da mistura séo dissolvidas em zonas (bandas) discretas,
com as menores proteinas a deslocarem-se para mais longe através do gel (Gwozdz & Dorey,
2017; J. Delves et al., 2011).

As proteinas separadas por PAGE precisam de ser transferidas do gel para uma membrana
por transferéncia eletroforética (ou eletrotransferéncia) para posterior processamento. E
preparado um blot sandwich onde uma membrana toca com firmeza no gel e esta entre papel
de filtro num tampdo de transferéncia. E importante garantir um bom contato entre o gel e a
membrana, pois as bolhas de ar impedem a transferéncia. A membrana utilizada podera ser de
nitrocelulose ou PVDF (fluoreto de polivinilideno). E aplicado um campo eletromagnético
perpendicularmente a superficie do gel para transferir as proteinas do gel para a membrana.

As membranas usadas na eletrotransferéncia sdo caracterizadas por altas capacidades de
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ligacdo as proteinas e, portanto, a superficie desocupada pelas proteinas transferidas requer

bloqueio para reduzir o fundo.

Apos o bloqueio, é necessario a membrana ser “sondada’” com um anticorpo que reconheca
a proteina de interesse. Esta é uma etapa essencial e pode exigir uma otimizacdo extensiva,
pois cada anticorpo tera forga e especificidade diferentes. Podera ser uma “sondagem” de uma
etapa, em que o anticorpo contra a proteina de interesse é conjugado com uma enzima (como
a fosfatase alcalina (AP)) ou um fluoréforo que permite sua dete¢do; ou uma “sondagem” de
duas etapas, em que sdo utilizados dois anticorpos diferentes: o anticorpo primario contra a
proteina de interesse e um anticorpo secundario e conjugado contra o anticorpo primario. O
mais utilizado é a avidina ou a estreptavidina, que de maneira semelhante a um anticorpo pode

ser conjugado e se liga a biotina e, portanto, reconhece todas as proteinas biotiniladas.

Dependendo do substrato, a reacdo quimica catalisada pela enzima emite luz
(quimioluminescéncia), que pode ser detetada usando filmes de raios-X ou equipamento de
imagem (como por exemplo GelDoc) ou fornece um produto final visivel, que precipita na

membrana (cromogenico/detecdo colorimétrica) (Gwozdz & Dorey, 2017).

Neste trabalho, para iniciar o immunoblotting, em primeiro lugar, preparou-se o sistema
de SDS-PAGE. Para isso, foram montados o0s vidros juntamente com o restante material de
sistema eletroforético, tendo o cuidado de limpar os vidros com etanol para evitar qualquer
contaminante que possa comprometer a polimerizacdo dos géis, e de seguida prepararam-se 0
gel de resolucéo e gel de concentracdo (Figura 10A). O gel de resolucdo (12%) preparou-se
com 2,5 mL de Tris-HCI 1,5 M, 100 pL de SDS 10%, 3,4 mL de H20 Milli Q, 4 mL de
acrilamida/Bis 30%, 75 pL de APS 10% e 5 uL de TEMED. Aplicou-se o gel de concentracao
no sistema, sem criar bolhas e adicionou-se H20 Milli Q sobre o gel para evitar contacto com
0 ar. Preparou-se de seguida o gel de concentracdo (4%) com 1 mL de Tris-HCI 0,5 M, 40 pL
de SDS 10%, 2,43 mL de H20 Milli Q, 0,53 mL de acrilamida/Bis 30%, 24 pL de APS 10%
e 4,4 uL de TEMED. Apos o gel estar polimerizado, removeu-se a agua por inversdo, aplicou-
se a solucdo no sistema de eletroforese até ao topo, colocou-se o pente até o gel polimerizar.
Apds polimerizacdo, retiraram-se 0s pentes e lavaram-se 0s pogos com agua. De seguida,
montou-se a cAmara interna, encheu-se a mesma com tampao de corrida 1x (diluindo tampao
de corrida 10x: 25 mM Tris base, 250 mM, 0,1% SDS, pH 8.3) e aplicaram-se 18 uL de
amostras e 6 pL de padréo (Precision PMS Protein Dual Color standards 500 pL #1610374
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Unstained), ap6s as amostras terem sido colocadas em banho seco a 95 °C durante 5 min. As
amostras foram preparadas com tampéo de amostra 6x (Tris-HCI 300 mM, pH 6.8, SDS 12%,
glicerol 30%, azul bromofenol 0.06%, DTT 600 mM). Encheu-se a cdmara externa do sistema
com tampéo de corrida 1x, ligou-se a fonte de alimentacdo a 140 V (60 mA, 15 W), como
ilustrado na Figura 10B, e apenas se desligou a corrente quando o azul de bromofenol atingiu

o fim do gel, o que ocorreu em aproximadamente 1h30.

Figura 10: Preparagdo de géis (A), e sistema eletroforético e eletroforese a decorrer (B).

Ap0s o término da corrida, preparou-se 0 passo seguinte: a transferéncia eletroforética
(Figura 11). Foi necessario cortar a membrana de PVDF e papel de filtro com as dimensdes
do gel, identificando cada membrana fazendo um corte no canto superior esquerdo, e ativou-
se a membrana colocando-a 5 s em metanol, 5 min em H20 destilada e 15 min em solugéo de
transferéncia (Tris-HCI 25 mM, pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0.037%). Apoés
0 tempo de ativacdo, removeu-se e descartou-se 0 gel de concentracdo com uma espatula,
entre as duas placas de vidro, e separou-se o0 gel de resolucdo com auxilio de uma espétula e
solucdo de transferéncia. Embebeu-se a membrana, papel de filtro e placas de fibra em tampé&o
de transferéncia 15 min e preparou-se a sandwich do gel: colocou-se em primeiro lugar (em
baixo) a cassete com a face cinzenta para baixo, em cima colocou-se uma placa de fibra
humedecida, de seguida uma folha de papel de filtro, o gel equilibrado, a membrana
humedecida sobre o gel, outra folha de papel de filtro e uma placa de fibra. E muito importante
que se removam todas as bolhas entre cada camada pressionando e arrastando para os lados,
para que se observem bons resultados. As cassetes foram fechadas, ndo movendo qualquer
componente no seu interior, colocaram-se as cassetes, uma unidade de arrefecimento e um
agitador magnético no modulo, para que a temperatura do tampéo e distribuicdo idnica se

mantivessem constantes, e encheu-se completamente o tanque com solugéo de transferéncia.

38

——
| —



Marta Feliciano Silva Otilio
Efeitos de poluentes atmosféricos na alergenicidade do pdlen de Platanus hybrida

Figura 11: Processo de transferéncia eletroforética.

Apos terminar a transferéncia, retirou-se a membrana do sistema de transferéncia, e
colocou-se na solucdo de bloqueio 5% (100 mL TBS-T, 5 g leite em pd), durante 2 h em
agitacdo e a temperatura ambiente como ilustrado na Figura 12. Neste processo foi necessario
localizar os marcadores de massas moleculares, logo apés o término da transferéncia, e foi
necessario corar a membrana com Ponceau S. Segue-se 0 blogueio da membrana, que foi
realizado por incubacdo da mesma em solucdo de proteina de leite 5% em TBST, 2 h a
temperatura ambiente, em agitacdo constante (Figura 12). Ap6s o tempo de bloqueio, a
membrana foi incubada com a solugdo de anticorpos primarios a 4 °C overnight em agitacao.
A solucdo de anticorpos primarios foi constituida por: a) soro de paciente com IgE negativa,
diluido com TBST (1:20) (paciente VO5); b) pool de soros de pacientes com Prick+, RAST+
e sintomas (pacientes S1 e S9), diluidos com TBST (1:20). No dia seguinte, a membrana foi
lavada 3x durante 10 min com TBS-T, e incubada com a solucdo de anticorpo secundario
Anti-IgE humana (16510), diluida 1:5000 com TBST, durante 2 h, a temperatura ambiente,
em agitacdo. De seguida, a membrana foi lavada 3x durante 10 min com TBS-T e, por fim,
incubada com anticorpo terciario, neste caso Anti-1gG de ratinho (A9044), diluido com TBST

(1:15000). Ap06s o término da incubacdo, ocorreramm 3 lavagens com TBS-T durante 10 min.

Figura 12: Membranas em solucédo de bloqueio apos transferéncia eletroforética.
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Para a revelacdo com TMB, a membrana foi colocada sobre papel de filtro, retirando
0 excesso de liquido, colocou-se a membrana numa tina de vidro e cobriu-se completamente
a membrana com solucdo de TMB, durante 5 a 10 min, a temperatura ambiente. Aguardou-se
até o produto da reacdo ser visivel (cor azul), e removeu-se o substrato enquanto o background
se mantinha baixo. Lavou-se a membrana com agua ultrapura e captou-se a imagem com
camara, tendo o cuidado de secar bem a membrana. Guardou-se a membrana entre papel de

filtro e papel de aluminio.

3.4. Analise dos eletroforetogramas
A andlise dos eletroforetrogramas foi realizada utilizando o programa ImageJ

(imagej.nih.gov/ij/).

3.5. Anélise estatistica
Foram efetuadas correlacbes e testadas as diferencas das médias por analise de
variancia fator unico (ANOVA) utilizando o Excel. Os valores significativamente diferentes

(SD) séo representados por valores de p < 0.05.
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Capitulo I'V:
RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4.1. Caracterizacao dos niveis polinicos e do alergénio Plaa 1 em

amostras de ar representativas da zona de Evora

No ano de 2019, a época polinica de P. hybrida iniciou a de 4 de margo e terminou a 7 de
abril, mais cedo do que em 2018, cuja época polinica foi de 20 de marco a 23 de abril. Na
Figura 13 pode ainda observar-se que o pico polinico foi mais precoce em 2019, sendo a 11
de marco, e em 2018 a 1 de abril. Os valores de grdo de p6len por metro cubico de ar foram
mais elevados no ano de 2018, atingindo valores maximos de 453 graos de pélen/m® no pico,
do que no ano de 2019 (289 gréos de pdlen/m3).
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Figura 13: Valores de grios de pdlen por m3 de ar em Evora, nos anos de 2018 e 2019, nas respetivas épocas polinicas de
P. hybrida.

Sabendo que os valores de graos de polen por metro clbico sdo mais elevados em 2018,
seria interessante verificar se os valores de alergénio mantinham o mesmo perfil. Para isso
realizaram-se amostragens de ar com o captador ChemVol e nelas quantificou-se o alergénio

major Pla a 1 (Figura 14).
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Figura 14: Perfil de pélen por m3de ar (barras) e quantidade de alergénio Pla a 1 por m3de ar (linha), em Evora, na época
polinica de P. hybrida no ano de 2018

Observa-se que os perfis sdo semelhantes e que o pico de gréos de pdlen por metro cubico

de ar coincide com o pico de alergénio, no dia do pico de polinizacao.

Relativamente a correlagdo entre alergenio e grdos de polen, observa-se na que o

coeficiente de correlacdo (R2) € 0,7257, sendo correlacdo forte.
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Figura 15: Correlagdo entre a concentracio de alergénio Pla a 1 (pg/m?®), e o niimero de gréos de pdlen por mé de ar,
em Evora, no ano de 2018.

Sé&o considerados dias de risco alérgico para esta espécie aqueles em que se detetam niveis
polinicos superiores a 50 gréos de polen/m?® (Alcazar et al., 2004; Nowak et al., 2012) e dias

de elevado risco quando os niveis sdo superiores a 150 a grdos de polen/m3. Podemos
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identificar em 2018 18 dias com risco alérgico e 5 dias de elevado risco. J4 em 2019 podemos

identificar 6 e 2 dias de risco e alto risco, respetivamente. Assim, pode dizer-se que a época

polinica de P. hybrida é imunologicamente relevante em Evora.

Tendo em conta a caracterizagio da cidade de Evora em termos de perfil polinico e

perfil alergénico de P. hybrida e de existirem nos anos analisados vérios dias de elevado risco

alérgico, é pertinente a escolha desta espécie como modelo biol6gico neste estudo.

Estes resultados estdo de acordo com a literatura encontrada, que refere que em ambientes

urbanos existe maior quantidade de poluentes atmosféricos, nomeadamente NO3, sendo 0s

gases de escape de automdveis a fonte mais significativa de NO2 no ar atmosférico (D’ Amato,

2011).

4.2.

Caracterizacéo da qualidade do ar

A utilizacdo do sensor URAD monitor a3 permitiu caracterizar alguns parametros da

qualidade do ar na cidade de Evora, num periodo em que o trafego automovel é

particularmente intenso. Os resultados estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Dados de uRAD monitor a3.
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Assim € possivel observar que, no dia 13 de mar¢o de 2019, no periodo estudado, as
particulas inferiores a 1 um, 2,5 um e 10 um apresentaram-se em niveis perto dos 5 ug/m?, 6
ug/m® e 10 pg/m3, respetivamente. O SO apresentou uma medida Unica de 20 pg/m?®,
seguindo-se medicOes nulas. Os niveis de O3, NO2 e CO apresentaram a maior variabilidade

do periodo medido (0-32 pg/m?, 0-110 ug/m?3, e 0-1100 pg/m3, respetivamente).

Tendo em conta que relativamente ao NO3, o valor-limite horario para a protecdo da
salide é de 100 pg/m? (Alcazar et al., 2004; Nowak et al., 2012) é possivel verificar que esse
valor foi pontualmente excedido no periodo avaliado. Relativamente ao Os, 0s valores
medidos ndo excedem os valores alvo para protecio da saude humana (120 pg/m3, a ndo
exceder mais de 25 dias, em média, por ano) (Alcazar et al., 2004; Nowak et al., 2012), no
periodo avaliado, muito embora este ndo seja o periodo em que previsivelmente se atingem

os valores mais elevados deste gas (Anton et al., 2011).

Estes dados revelam que, embora uma cidade pequena, com cerca de 50 000
habitantes, os valores de NO: atingidos na hora de maior trafego automovel podem ser

preocupantes.

Dados de satélite permitiram ainda fazer a avaliacdo dos valores de NOz na troposfera,
desde a superficie até 10 km de altitude, expressos em mol/m?, no concelho de Evora. Estes

dados estdo apresentados na figura seguinte.
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Figura 17: Coluna troposférica de NOz (da superficie a 10 km de altitude), em mol/m2, sobre o concelho de Evora,
obtida através do instrumento TROPOMI (TROPOspheric Monitoring Instrument) a bordo do satélite ESA Sentinel-5P. Os
valores apresentados correspondem a média de 22 meses (01/01/2018 a 30/10/2019).

Através da observacio da Figura 17, é possivel observar que o concelho de Evora
apresenta uma variacdo grande de NO: na troposfera, sendo os valores maximos, co-
localizados com a cidade de Evora (2.30x107 e 2.40x10° mol/m?) e os valores minimos nas
zonas ndo urbanizadas. Estes resultados estdo de acordo com a literatura encontrada, que
refere que em ambientes urbanos existe maior quantidade de poluentes atmosféricos,
nomeadamente NO2, sendo os gases de escape de automoveis a fonte mais significativa de

NO2 no ar atmosférico (D’ Amato, 2011).

Esta avaliacdo do NO> permite ainda constatar que na zona rural de Valverde, onde se
insere a Herdade da Mitra, embora a uma curta distancia da cidade, cerca de 12 km, este gas

é detetado em niveis inferiores aos da cidade (2.30x107° e 2.35x107° mol/m?).

Como nos interessava comparar dois nicleos populacionais, com diferentes caracteristicas
em termos da qualidade do ar, optou-se por escolher como locais de amostragem a Cidade de

Evora e a Herdade da Mitra.
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4.3. Efeitos dos poluentes nas caracteristicas do pdélen
4.3.1. Avaliacdo da producdo polinica em ambiente urbano e rural
A producdo polinica pode ser indicativa do bem-estar na planta (Mimet et al., 2009).
Realizou-se este estudo comparativo entre amostras colhidas na cidade de Evora e na Mitra.
Os resultados da producgio polinica em Evora e na Mitra, dada por grdos de pélen por antera,
por inflorescéncia, em cada uma das arvores, podem observar-se nos graficos abaixo (Figura
18A e 18B).
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Figura 18: Gréos de polen por antera em cada inflorescéncia. Em A representam-se dados relativos a Evoraeem B
relativos a Mitra, relativos ao ano de 2019. E1-E5 e Mil-Mi5 representa cada uma das arvores de Evora e Mitra,
respetivamente. Apresenta-se valores médios e respetivos desvios padréo.

Relativamente aos valores de producdo polinica de Evora, na figura 18A observa-se
que estes variam entre 8x10° e 73 x10° gréos de polen/antera, mas que a variagio associada a

cada amostra é muito diferente, sendo que a arvore 3 € a que apresenta amostras com maior
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desvio-padrdo. Em relagdo aos valores de producio polinica da Mitra, esta varia entre 8 x10°

e 42 x10° graos de polen/antera e a variabilidade associada as amostras € inferior.

Na Figura 19A, observam-se os valores de grdos de polen/antera por arvore. Verifica-
se que em Evora, a producio polinica média por arvore varia entre 12x10°% e 39x10° gréos de
polen/antera e, na Mitra, varia entre 22x10° e 25x10° gréos de pdlen/antera.

Na figura 19B observa-se que a producdo polinica média é semelhante em Evora e na
Mitra, apresentando maior dispersdo em Evora (entre 10977 e 39273 e 21023 e 25290 gréos

de pdlen/antera, em Evora e na Mitra, respetivamente).

A 70 B as
35
50
30
40 PaS

w
o

N
o

Graos de podlen (x103)/antera
=
o

25 O Evora
20 * Ml Vitra
I 15 l
I il 10
5

El E2 E3 E4 E5 Mil Mi2 Mi3 Mi4 Mi5

o

Figura 19: Valores de grios de pdlen/antera por arvore (A) e boxplot representativo dos valores por zona (B), em Evora e
na Mitra em 2019. Em A representam-se valores médios + dp, relativos as 5 inflorescéncias analisadas.

A maior variabilidade associada a producéo polinica por Platanus hybrida na cidade de
Evora, relativamente & da Mitra pode estar associada a fatores de stress a que as arvores estao
sujeitas. A maior variabilidade na producéo polinica na cidade de Evora esta néo s associada
a uma variabilidade maior entre arvores, mas também a uma viabilidade maior entre amostras
colhidas na mesma arvore. Estando as arvores localizadas em torno de vias de circulacédo
automovel, pode levantar-se a hipdtese de ndo estarem sujeita ao ar atmosférico de forma
uniforme. Como as amostras colhidas ndo foram associadas a uma coordenada geografica
especifica, apenas foram colhidas em zonas diferentes da copa da arvore, ndo podemos
estabelecer esta associacdo. Contudo, estes resultados salientam a relevancia de avaliar a

producéo polinica em funcdo de parametros de qualidade do ar.
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4.3.2. Determinacdo do efeito da qualidade do ar na proteina total e na
expressdo do alergénio major de P. hybrida (Plaa 1)
4.3.2.1. Avaliacéo da quantificacédo proteica
A quantificagdo de proteina presente nos extratos de P. hybrida dos anos de 2018 e
2019, apresentada na Figura 20, revelou que o contetido proteico do pélen oriundo da Mitra
foi superior ao do pélen oriundo de Evora quer em 2018 (330 e 96 mg proteina/g polen) quer
em 2019 (702 e 490 mg proteina/g de polen). Observa-se também que os valores entre a zona

rural e urbana, em cada um dos anos em estudo, sdo significativamente diferentes.

350 b
300 b

250
200 [ I Evora
150 B Mitra
100

Proteina (mg) / g polen

a1
o

2018 2019

Figura 20: Comparago da relagdo proteina/pdlen numa zona urbana (Evora) e numa zona rural (Mitra) nos anos de 2018 e
2019. Valores de proteina(mg) por g de p6len, respetivos desvios padréo e diferencas significativas assinaladas, sendo que
a e b séo diferentes.

Contudo o contetdo proteico total pode nao ter significado alergoldgico e, assim,
desenvolveram-se metodologias especificas que nos permitam avaliar a alergenicidade do

polen, apresentadas nos subcapitulos seguintes.

4.3.2.2. Avaliacdo da relacdo entre Plaa 1 e polen por ELISA
Na Figura 21 € possivel observar que a concentracdo de Plaa 1 nas amostras polinicas da
Mitra é inferior & das colhidas em Evora, em ambos os anos em estudo, quer exprimindo 0s

resultados por massa de proteina, ou por massa de pélen.
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Figura 21: Relacéo entre Pla a 1 e proteina, bem como Pla a 1 e pdlen, em Evora e Mitra nos anos de 2018 e 2019.
Indicacéo de que os conjuntos de resultados séo significativamente diferentes, sendo a diferente de b.

Relativamente a comparacdo entre anos, o valor de Pla a 1 por mg de proteina é cerca de
quatro vezes superior em 2019, mas o valor de Pla a 1 por mg de p6len é cerca de duas vezes
superior no ano de 2018. Isto pode ser suportado pelo facto de a concentragéo de proteina por
grama de pdlen ser superior em 2019.

Uma concentracdo aumentada de Pla a 1 associada a poluicdo atmosférica foi também
descrita por (Lu et al., 2014; Sedghy et al., 2017), pelo que os resultados deste trabalho estdo

em concordancia com estes.

4.3.3. Estudo comparativo do perfil proteico do poélen de P. hybrida e
identificacdo de bandas imunorreativas
Para comparar o perfil proteico do pélen de P. hybrida, foram estudadas as bandas

imunorreativas obtidas por immunoblotting, com a utilizacdo de um pool de soros de
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individuos alérgicos (Figura 22). Foi ainda realizado um controlo negativo do

immunoblotting, fazendo a incubagéo da membrana com um soro IgE negativo.
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Figura 22: Bandas de immunoblotting. Apds separagéo por SDS-PAGE do
padréo e amostras (Evora 2018 e 2019, Mitra 2018 e 2019, bem como Plaa 1
(proteina purificada)) e electrotransferéncia para uma membrana de PVDF, a

membrana foi marcada com um pool de soros de individuos alérgicos a P.

hybrida (bandas 2-5) e com um soro de individuo no alérgico (IgE
negativo), que serve de controlo negativo da experiéncia (polen de Toledo-
Argés). A figura é representativa de dois ensaios independentes.

A Figura 23 apresenta a analise do blot em termos de massas moleculares das bandas
imunorreativas e das respetivas intensidades de banda.
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Figura 23: Avreas de pico correspondentes a cada massa molecular identificada e respetivos desvios padréo, de
Evora e Mitra, no ano de 2019. Comparacao entre Evora e Mitra, nos anos correspondentes. As setas verdes
indicam uma diminuico de intensidade da Mitra, em relagio a Evora, em ambos 0s ensaios, e as setas vermelhas
indicam uma diminuicdo de intensidade da Mitra, relativamente a Evora.

O perfil de IgE revela imunorreatividade aumentada de diversas proteinas de P.

hybrida colhidas em Evora, relativamente as colhidas na Mitra, sendo que foram identificadas

seis proteinas com menor imunorreatividade na Mitra, relativamente a Evora, e duas proteinas

com variacdo inversa. Pode dizer-se ainda que nas bandas com imunorreatividade diminuida

na Mitra, relativamente a Evora, inclui-se o alergénio major Pla a 1 (47,8+1,5 kDa) e ainda

proteinas com massa molecular compativel com o Pla a TLP (24,4+0,9 kDa) e com o Plaa 8

(17,4+0,6 kDa).

Os trabalhos de Sedghy et al. (2018) e Ghiani et al. (2012) apresentam também uma

imunorreatividade aumentada do poélen de Platanus hybrida em ambientes poluidos ou

sujeitos a poluentes ambientais.
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De um modo geral os resultados apresentados nesta dissertacdo evidenciam uma
polinica de platano que se caracteriza por atingir concentragdes de polen acima do valor limiar
para ocorréncia de sintomas de alergia durante um periodo significativo (mais de 3 semanas)
havendo mesmo risco elevado para os alérgicos durante 1-2 semanas. Observou-se também
uma forte correlagdo do Pla a 1 e do pdlen de platano, observando-se um paralelismo entre o0s
dois parametros, sugerindo que os alergénios estdo maioritariamente associados ao pélen, de
modo que o risco de exposicdo ocorre a estes alergénios durante a época de polinizacdo do

platano.

O objetivo principal deste trabalho consistiu em procurar caracterizar a capacidade de
producdo e as caracteristicas alergénicas de polen colhido em platanos cujo habitat tem
caracteristicas urbanas em comparacdo com platanos situados num ambiente com
caracteristicas predominantemente rurais, e onde os niveis de NO2 sdo, em média, inferiores.
Os resultados mostram que, apesar do contetido proteico ser superior na Mitra comparando
com Evora, o contetdo em Pla a 1 foi inferior, apontando para menor alergenicidade do polen

das arvores que se encontram em num ambiente predominantemente rural.

Em concordancia com estes resultados, os perfis em alergénios revelaram maior
imunorreactividade num conjunto de bandas proteicas que incluem o Pla a 1, um alergénio

major do platano, o Pla TLP e o Pla a 8, que pertencem a familias de pan-alergénios.

No seu conjunto, os resultados obtidos sugerem que ha fatores caracteristicos do
ambiente urbano, onde o NO> podera ser um dos relevantes, que afetam a produgdo polinica
e as caracteristicas do pdlen, nomeadamente, a concentracdo proteica e o perfil proteico,
induzindo um aumento de expressdo de alergénios, como é o caso do Pla a 1, provocando um
aumento da alergenicidade do pdlen, e, assim, impactos mais severos na saude respiratdria

dos alérgicos.

Mais estudos deverdo ser desenvolvidos no sentido de compreender qual ou quais 0s
fatores ambientais que mais contribuem para a maior alergenicidade do pélen em ambiente

urbano.
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