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Abreviaturas e Unidades

Em primeira instancia irdo ser apresentadas as abreviaturas mencionadas ao longo
da dissertagdo, seguindo-se as unidades também referidas.
Acris/Bis: Acrilamida/Bisacrilamida
APS: Persulfato de amoénio
AR: Rinoconjuntivite Alérgica
BCA: Soro de albumina bovina
EPP: Extrato polinico proteico
IEF: Focagem isoelétrica
IgA: Imunoglobulina A
IgE: Imunoglobulina E
IgD: Imunoglobulina D
IgG: Imunoglobulina G
IgM: Imunoglobulina M
kDa: KiloDaltons
Lys: Lisina
PHSF: Fluoreto de fenilmetilo
pl: Ponto isoelétrico
PVDF: Fluoreto de polivinilideno
SDS: Duodecil Sulfato de Sadio
SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida
TBS: Tampao salino Tris-HCI
TBS-T: Tampao salino Tris-HCI com Tween
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina
TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina
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Tris-HCL: 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol

Val: Valina
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Sensibilizacdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de
reatividade cruzada

Resumo

A alergia é uma resposta imunolégica do organismo que consiste na atividade
exacerbada da IgE contra antigénios ndo patogénicos, nomeadamente, a alergénios de

polen.

Neste estudo, foi avaliada a probabilidade de ocorréncia de reatividade cruzada
entre Salsola kali e Olea europaea, através do estudo da imunorreatividade de soros de

individuos sensibilizados a salsola ou a oliveira ou sensibilizados a ambas.

Com recurso a Western Blotting, identificou-se Ole e 1-like em S. kali, Ole e 1 em
O. europaea, e profilina e polcalcina em ambas as especies. Os alergogramas dos
diferentes grupos mostraram imunorreatividade a diversos alergénios, tendo-se registado
reatividade cruzada evidenciada pela identificacdo de alergénios homologos entre

espécies ou que apresentem semelhanca.

Este estudo evidenciou a existéncia de reatividade cruzada entre a S. kali e a O.
europaea, sugerindo que os individuos sensibilizados podem sofrer de sintomas de alergia

fora da época de polinizacdo da espécie para a qual possuem IgE especificas.

Palavras-Chave: Alergia; alergénios; Salsola kali; Olea europaea; SDS-PAGE;
Imunomarcacéo; Reatividade Cruzada;
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Sensitization to Salsola kali and Olea europaea: Cross-
reactivity study

Abstract

Allergy is an immune response of the body that consists of an exacerbated activity
of IgE against non-pathogenic antigens, namely pollen allergens.

In this study, the existence of cross-reactivity between Salsola kali and Olea
europaea was evaluated by studying the immunoreactivity of sera from individuals

sensitized to salsola, to olive or sensitized to both pollinic types.

Using Western Blotting, Ole 1-like was identified in S. kali, Ole e 1 in O.
europaea, and profilin and polycalcine were identified in both species. The allergograms
of the different groups showed immunoreactivity to different allergens, with cross-
reactivity being evidenced by the identification of homologous allergens between species

or or among those with structural similarity.

This study showed the existence of cross reactivity between S. kali and O.
europaea, suggesting that sensitized individuals may suffer from allergy symptoms

outside the pollination period of the species for which they have specific IgE.

Key-Words: Allergy; allergens; Salsola kali; Olea europaea; SDS-PAGE;
Immunostaining; Cross Reactivity;

16



Pedro Miguel Parreira Machado Canaveira Alves

Sensibilizagdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de reatividade cruzada

17



Pedro Miguel Parreira Machado Canaveira Alves

Sensibilizagdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de reatividade cruzada

1. Introducéo

1.1. Alergia e as reacdes de hipersensibilidade
A hipersensibilidade é definida como a resposta imunitaria adaptativa (especifica)
a um antigénio, o qual pode provocar danos em tecidos. A resposta imunitaria adaptativa
é distinta da inflamacédo inespecifica ou imunidade inata, devido a ser necessario um

periodo de laténcia, o qual possui 2 fases distintas.

Na primeira fase, tem-se a inducéo de sensibilizacéo, a qual requer a exposi¢éo ou
acumulacdo do agente sensibilizante de forma a induzir uma resposta imunitaria, o que
por sua vez vai resultar no desenvolvimento de um anticorpo especifico para o antigénio
e proliferacdo de linfocitos T. Nesta fase os sintomas ndo sdo observaveis (Burleson,
Johnson, & States, 2018).

A segunda fase é conhecida como elicitacédo (fase efetora) e ocorre em individuos
sensibilizados ap0s a exposicdo ao antigénio o que, por sua vez, ird desencadear uma
resposta adversa, resultando em danos nos tecidos e inflamacdo. As respostas durante
estas duas fases sdo diferentes sendo que néo estdo relacionadas entre si (Burleson et al.,
2018).

Existem xenobioticos que atuam como alergénios. Incluem proteinas que induzem
a reposta imunitaria por si mesmos e substancias quimicas de baixo peso molecular
conhecidas como haptenos. Os haptenos ndo geram por si mesmo uma resposta de
hipersensibilizacdo, mas, se covalentemente ligados a uma proteina, como a albumina, ja

0 podem fazer (Burleson et al., 2018).

As reacdes de hipersensibilidade foram sub-divididas em quatros tipos (I-1V), com
base no mecanismo imunoldgico subjacente. A hipersensibilidade do tipo | é mediada
pelo anticorpo citofilico especifico do antigénio, o qual se liga aos mastocitos e basofilos.
A hipersensibilidade do tipo 11 resulta da citoxicidade mediada por anticorpos, que ocorre
quando as imunoglobulinas IgG ou IgM sdo geradas para antigenios da superficie celular
ou para haptenos ligados a superficie celular. A hipersensibilidade do tipo 111 é o resultado

de complexos antigeno-anticorpo (IgG ou IgM) que se acumulam nos tecidos ou na
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circulacdo, de forma a ativar os macréfagos, desencadeando o influxo de granulécitos e
linfdcitos devido a inflamagdo existente. Por fim as reagdes de hipersensibilidade do tipo
IV sdo mediadas por células T ativadas e ndo por anticorpos. Estas reacfes dividem-se
em 3 tipos, sendo mediadas por diferentes populacdes de células T: células auxiliares T
(CD4p Thl, CD4p Th2 e CD8p) (Burleson et al., 2018).

A hipersensibilidade do tipo | é causada pela producdo e atividade anormal da IgE
contra antigénios ndo patogénicos (Figura 1). Esta hipersensibilidade é considerada
imediata devido a velocidade da reacdo. Os mastécitos e os baséfilos possuem recetores
de alta afinidade para IgE, onde estes se ligam (Focus & Disorders, 2019). A exposi¢éo
antigénica resulta numa reticulacdo da IgE, ja ligadas as celulas, com o alergénio,
seguindo-se uma ativacao celular, o que resulta numa libertacdo rapida de mediadores
inflamatorios (nomeadamente histamina, leucotrienos, quimiotaxias e citocinas). A

atividade destes mediadores é responsavel pelos sintomas caracteristicos das doencas

alérgicas.
Alergénio Alergénio
® ® _ege
.x: ® :a.\ # IgE

% Receptor de IgE

s /" Produgio O
Célula B de IgE "
) o o [sisiesteen
. ; . 1
L *% 70 o s 5 "Basofilo de
2 TCR L .
. ] Q"]‘_? . l mastdcitos
Apresentacao $
para células T / IL-4 Degranulacio, histaminas,
auxiliares T2 . IL-5 leucotrienos, prostaglandinas,

IL-13

@ R
Vasodilatacgo
Edema

Vermelhidéo
Comichao

Figura 1 - A hipersensibilidade tipo | (também chamada de hipersensibilidade imediata). Adaptado
de (Focus & Disorders, 2019).

Para que exista qualquer tipo de reacdo do tipo | (Figura 1), tem de existir uma
populacdo IgE especifica pré-existente para o alergénio em questdo (Grattan, 2005). A

reacdo de hipersensibilidade tipo | é desencadeada por citocinas (como a interleucina-3,
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interleucina-4 e a interleucina-13), as quais promovem a gera¢do de células plasmaticas,
que produzem anticorpos do isétipo IgE (Focus & Disorders, 2019). Os distdrbios deste

tipo de sensibilizacdo incluem rinoconjuntivite alérgica e asma alérgica, entre outros.

Entre os principais tipos de alergénios podem encontrar-se os pélenes, provenientes
das mais diversas espécies de flora, esporos de fungos, acaros e outros tipos de antigénios

comuns.

1.2.  Imunoglobulinas: classificacdo e caraterizacéo

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas, presentes no plasma sanguineo. Estas
podem existir livres, em circulacdo, ou estar inseridas na membrana plasmatica dos
linfécitos B, ligadas aos seus recetores (Walther, Rusitzka, Diesterbeck, & Claus-peter,
2015). As imunoglobulinas sdo utlizadas pelo sistema imunitario para neutralizar corpos

estranhos, nomeadamente bactérias, virus, entre outros.

As imunoglobulinas sdo constituidas por unidades estruturais basicas, as quais tém
2 grandes cadeias pesadas e 2 cadeias leves de menor massa molecular. Estas podem
aparecer em separado, como mondmeros, ou entdo associarem-se entre si dando origem
a dimeros (2 unidades) ou podem dar origem a pentameros (5 unidades) (Flicker et al.,
2015). As imunoglobulinas sdo sintetizadas por linfocitos B. As classes de

imunoglobulinas existentes sdo a IgA, IgD, IgE, IgG e IgM (Tabela 1).

A IgA é a classe de anticorpo predominante nas secre¢des das mucosas (Tabela
1), sendo que cerca de 80% das células plasmaticas estdo localizadas na lamina do
intestino, onde existe uma maior producdo de IgA do que os restantes isotipos de Ig
combinados (Suzuki & Fagarasan, 2016). As ceélulas plasmaéticas segregam IgA
geralmente como dimeros, ap0s a associacdo com a cadeia de ligacdo (cadeia J). Os
complexos da cadeia libertados pelas células plasmaticas na mucosa sub-epitelial sdo
transportados para o lumen intestinal através de células epiteliais, anexando-se ao recetor
polimérico (Suzuki & Fagarasan, 2016). A producdo de IgA ¢é dependente de bactérias,

pois a IgA da mucosa estd ausente em animais livres de germes e é rapidamente induzida
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apos a colonizagdo por bactérias. A IgA também pode ser produzida por células T. A IgA
possui, assim, um papel bastante importante na neutralizacéo de virus e toxinas (libertadas
por bactérias patogénicas), na regulacdo de organismos microbianos no intestino no
estado estacionario e também no reconhecimento de antigénios (Suzuki & Fagarasan,
2016).

A IgM é uma imunoglobulina com um peso molecular de 990 kDa (Tabela 1), que
tem um papel direto no combate as infe¢des microbianas, assim como um papel regulador
(Heyman, 2016). A IgM é produzida pelos mais diversos vertebrados estudados, sendo
que de espécie para especie possui as mais diversas diferencas, como a estrutura entre
outros. A IgM pode apresentar uma estrutura de pentamero, a qual € constituida por 5
unidades de monomeros, sendo cada um destes € um analogo de 1gG, ou seja, cada
subunidade é composta por 2 hetero-dimeros, estando cada um incluido na cadeia pesada
(Heyman, 2016). As cadeias de mondmeros estdo ligadas entre si através de ligacdes

dissulfureto.

A imunoglobulina IgD foi descoberta em 1965 por Rowe e Fahey, estes
encontraram uma proteina de mieloma humano com propriedades incomuns (Tabela 1).
Tambeém foram encontradas pequenas quantidades de imunoglobulina do mesmo tipo no
soro humano normal (Thomson & British, 2016). Posteriormente, imunoglobulinas
designadas de IgD foram encontradas em todas as espécies de mamiferos e aves. A IgD
humana € um mondmero de 175 kDa com 9% de residuos glucidicos. A cadeia pesada
humana tem trés dominios e uma regido de dobradica incomumente longa, que é
altamente sensivel a proteolise. A cadeia leve é mais curta e falta-lhe um dominio
correspondente ao Cs2 humano. Esta possui um dominio transmembranar e uma curta
extensdo intracitoplasmatica com a sequéncia Lys-Val-Lys, analoga a da forma de

membrana da cadeia p (Batanero, Crespo, Monsalve, Villalba, & Rodriguez, 1999).

A 1gG € composta por duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves também
idénticas (Tabela 1), sendo que cada cadeia pesada tem 50 kDa de tamanho e em um
dominio varidvel, possuindo 3 dominios contantes (CH1, CH2 E CH3) (Focus &

Disorders, 2019). De referir ainda que cada cadeia leve possui uma massa molecular de
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25 kDa e consiste em num dominio variavel e num dominio constante, possui um is6topo
podendo este ser kappa (k) ou lambda (I). As cadeias estdo ligadas entre si com recurso
a ligacOes dissulfureto. Esta possui 4 variantes ou subclasses, denominada por 1gG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4 que possuem respetivamente um teor total de 70, 16, 10 e 4% da IgG.
Todas possuem a habilidade para atravessar a placenta. E o anticorpo principal nas
respostas imunitarias secundarias (Olivieri & Deza, 2018).

A IgE, possuindo cadeias pesadas epsilon, sendo o0 menor componente das
imunoglobulinas séricas (Tabela 1). A IgE existe como monémero, com um dominio
extra na regido Fc, importante para a ligacdo aos mastdcitos. A IgE, como outras
imunoglobulinas, consiste em duas cadeias pesadas e duas leves, a especificidade do
isétopo residindo na regido constante (épsilon) da cadeia pesada. Possui um peso
molecular total de 188 kDa, do qual 12% consiste em unidades de oligossacarideos
ligadas aos trés primeiros dominios de proteinas da regido constante (Ribatti, 2016). A
primeira sequéncia de aminoacidos foi determinada por Von BahrLindtrém e Bennich em
1974. A IgE compartilha 30% de homologia de aminoacidos com a 1gG, apesar de diferir
em diversos aspetos, devido a ndo fixar o complemento ou participar em reacdes de
aglutinacdo. Também é termolabil, pois a atividade de recuperacéo € destruida apos o
aquecimento a 56 ° C por 30 minutos. Ndo ha evidéncia para a existéncia de subclasses

de IgE, como existe para a IgG e a IgA (Ribatti, 2016).
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Tabela 1 - Classificacdo das imunoglobulinas existentes e respetivas estruturas, adaptado de (Focus
& Disorders, 2019).

Imunoglobulina Estrutura Esquema
IgA Dimérica YI
Monomérica

)

IgD Monomérica
IgE Monomérica
1gG Monomérica

Monomérica
IgM Pentamérica

A IgE esta presente no sangue em baixas concentracfes, sendo detetada na
membrana de basofilos e mastocitos. Os pacientes com doencas alérgicas possuem
elevados niveis de IgE; de referir que a interacdo especifica entre o antigénio e a IgE
ligada ao mastdcito ira resultar na ativacdo celular com libertacdo de histamina,
leucotrienos, protéases e citocinas. Isto pode resultar no aumento da permeabilidade
vascular, na contragdo do musculo liso e vasodilatagdo (Ribatti, 2016). Esta classe de
imunoglobulinas é responsavel por eventos anafiladticos em diversas espécies,

especialmente no ser humano.
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1.3. Reatividade Cruzada

A reatividade cruzada consiste no reconhecimento de varios antigénios por parte
de um anticorpo de especificidade Unica, isto &, a possibilidade de um anticorpo produzido
em consequéncia da exposi¢do a um antigénio particular poder ligar-se a moléculas

estruturalmente relacionadas com esse antigénio (Cases et al., 2014).

A reatividade cruzada da IgE é determinada em grande parte por semelhancas
estruturais primarias e terciarias entre as proteinas. De referir que as proteinas que
compartilham menos de 50% de identidade de sequéncia raramente possuem reatividade
cruzada (Bublin et al., 2013). A reatividade cruzada da resposta imunitaria adaptada néo
existe apenas ao nivel dos anticorpos, mas também nas células T. A reatividade cruzada
é atil na medida em que oferece ao sistema imunitario a capacidade de resposta rapida a

patogenos relacionados com infecdes (Ree et al., 2016).

A reatividade cruzada de anticorpos IgE € conhecida por desempenhar um papel
importante nas alergias a polenes e na alergia alimentar (Cases et al., 2014). E frequente
ocorrer reatividade cruzada entre alergénios de diferentes familias de plantas, os quais
sdo reconhecidos pelas IgE dos pacientes, apesar dos mesmo ndo possuirem
sensibilizacdo a espécie em questdo. Um exemplo é a sindrome de para-vidoeiro, em que
0s pacientes com rinoconjuntivite provocada pelo polen de bétula, que sejam asmaticos,
apresentam também alergia alimentar a diversos frutos, nomeadamente a magcés, peras,
cerejas e péssegos (Cases et al., 2014). Outros alergenios de polen sdo ja reconhecidos
como pan-alergénios, por ser altamente frequente a sua identificacdo cruzada, e é o caso
da proteina profilina e polcalcina, o que é devido a grande homologia estrutural destas
proteinas entre familias polinicas (Batanero, Villalba, Monsalve, & Rodriguez, 1996). A
elevada conservacdo das sequéncias de aminoacidos e a ampla homologia na estrutura
terciaria entre profilinas das diferentes espécies é responsavel pela reatividade cruzada
desta familia de proteinas (Landa-pineda, Guidos-fogelbach, Marchat-marchau, Arroyo-

becerra, & Reyes-16pez, 2013)
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A reatividade cruzada pode ser confirmada através do estudo da especificidade da
detecdo, obtendo assim mais informacBes sobre as proteinas envolvidas na mesma
(Assarehzadegan, Sankian, Jabbari, Noorbakhsh, & Varasteh, 2009). Através destes
estudos foi reconhecida a reatividade cruzada entre varios alergenios de Salsola kali com
Chenopodium album, Amatanthus rtroflexus, Kochia scoparia e Artemisia douglasiana
(Assarehzadegan et al., 2009). A oliveira e o alfeneiro, pertencentes a familia Oleaceae,
revelam também um perfil semelhante de ligacdo de IgE a proteinas por imunomarcacao,
sendo desta forma a reatividade cruzada entre as mesmas justificada pela semelhanca ou

homologia sequencial entre os seus alergénios principais (Batanero et al., 1996).

1.4. Alergia ao polen
A alergia ¢ uma resposta “exagerada” por parte do organismo apos o contato com
agentes estranhos ao corpo humano. Esta é causada por reacdes de hipersensibilidade do
sistema imunitario a agentes que causam problemas de diversas formas (Nowak &
Schaub, 2019).

A alergia é um problema de satde global, de impacto socioeconomico substancial
em termos de custos directos (custos de sistema social, medicacéo, tratamento e hospitais)
e indiretos (dias de folga dos postos de trabalho, reducdo de produtividade, entre outros),
para além de afetar a salde da populacdo (Mckee & Alto, 1966). As taxas de incidéncia
e 0 impacto das alergias variam, assim como as respostas de salde publica a alergia
(Nowak & Schaub, 2019).

A alergia ao polen é uma das principais causas de problemas de saude a nivel
respiratorio, na atualidade. Um dos problemas que esta desencadeia € a rinoconjuntivite
alérgica (AR), que afeta cada vez mais criancas, assim como jovens adultos, em particular
na segunda e quarta década de vida (Bastl, Berger, Kmenta, & Weber, 2017). A alergia
ao polen também esta associada a asma, sinusite, apneia do sono e problemas de saude
mental. A alergia respiratéria leva a uma diminuicao significativa da qualidade de vida,

assim como do bem estar.

As fontes de alergénios polinicos clinicamente mais relevantes incluem as

gramineas, arvores e ervas daninhas (Bastl et al., 2017). De referir que algumas familias
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de proteinas sdo compartilhadas por estas fontes de pdlen. A exposicdo aos agentes
polinicos € a base da resposta alérgica. Ap0s a exposi¢cdo, pode ocorrer uma reacdo
alérgica, que afeta as vias aéreas superiores (cavidade nasal, cavidade oral, laringe e
faringe), e por sua vez, as vias aéreas inferiores (traqueia, pulmdes, brdnquios,
bronquiolos e alvéolos pulmonares) (Va et al., 1953). Assim, evitar a exposi¢do
desempenha um papel fundamental na satde respiratoria de quem sofre de alergias (Bastl
et al., 2017), sendo este um cuidado importante a ter por parte dos pacientes e que podem
ser incentivados pelos servicos de satde. Informacdes sobre o nivel de risco e os periodos
de exposicdo ao pdlen (calendarios de polinizacdo das diferentes espécies), podem ser
utilizados como ferramenta por parte dos alérgicos e dos profissionais de satde de forma
a ajustar o comportamento e, por sua vez, reduzir a exposi¢ao e a diminuir ou amenizar o
aparecimento de sintomas. O conhecimento das tendéncias da exposi¢do sazonal ao
polen, ajuda na educagédo sobre os beneficios de tratamentos clinicos, assim como no
planeamento de servigos de saude publica adequados as diferentes épocas (Tiotiu et al.,
2016).
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1.5. O pélen: Carateristicas morfoldgicas e estruturais

O polen é uma estrutura bioldgica produzida pelo 6rgdo masculino (antera) de
plantas com flor (Figura 2). Macroscopicamente, o pélen é um po6 fino, que consiste em
milhares de grdos de pdlen, com aproximadamente entre 10 a 150 um de didmetro
(Davies, Grove, Hospital, & Service, 2019).

Figura 2 - Micrografia, obtida por microscopia eletrénica, de particula de pélen.

A funcéo bioldgica do polen € conter o material genético da planta dentro do gameta
masculino, até este ser transferido ao 6rgdo recetor feminino (estigma) (Davies et al.,
2019). O polen pode ser transportado por insetos, sendo este denominado por entomofilo,
e por outro lado, temos o pdlen transportado pelo vento, conhecido como anemdfilo
(possui entre 10 a 50 um e superficies aerodinamicas com baixa densidade) (Amato et
al., 2007). Os fatores climatéricos influenciam o transporte do pélen anemofilo, sendo

estes a temperatura, humidade e velocidade do vento (Moreno et al., 2018).

E de referir que normalmente o pélen anemoéfilo é o que causa alergias. O pdlen
alergénico tende a ser derivado de inflorescéncias, visualmente pouco atraentes, como
flores de gramineas e amentilhos de arvores, e de algumas ervas daninhas (Davies et al.,
2019). A libertacdo dos polenes das anteras, vai depender da dispersdo do vento, o que

requer forca fisica, de forma a mover as partes da flor (Moreno et al., 2018).
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O polen possui uma camada externa que pode ser composta por varias subcamadas,
exina e intina onde se podem encontrar poros ou fendas (Figura 3) e contém um nucleo

reprodutivo, o qual se encontra presente no citoplasma, assim como o nucleo vegetativo.

Os grdos de pdlen contém alergénios dentro das componentes internas e externas da
estrutura. Apesar de possuir varios tipos existentes, apenas entre 5 a 20 familias de
proteinas extraidas do pdlen possuem propriedades alergénicas (Davies et al., 2019). O
conhecimento das propriedades bioquimicas e imunoldgicas dos componentes
alergénicos, as isoformas e respetivas variantes, sdo relevantes para entender as
propriedades dos mesmos, sendo que o sistema imunoldgico de um individuo pode
distinguir as diferentes isoformas alergenicas e proteinas da mesma familia bioquimica,
que ndo possuem caracter alérgico. As propriedades bioguimicas sdo determinadas com
recurso a técnicas de laboratdrio como a eletroforese, espectrometria de massa e analise
proteica (Celenk, 2019).

Nicleo
reprodutivo

Citoplasma Intina

Figura 3 - Esquema representando as estruturas num grao de pélen.

Os genes que codificam proteinas com semelhancas a alergénios que nao apresentam
caracteristicas como tal, podem fornecer informacdes sobre a estrutura e funcbes dos
alergénios e revelar as moléculas hipoalergénicas com potencial terapéutico (Davies et
al., 2019). A variacdo de sequéncias de aminoacidos e na estrutura de superficial dos
alergénios, afetam a especificidade da sensibilizacdo do paciente e o seu potencial

alergénico (Moreno et al., 2018).
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1.5.1. Tipos polinicos presentes na Peninsula Ibérica

As plantas alergizantes pertencem basicamente a 3 grupos: arvores com polinizacéo
dominante no final do Inverno e inicio da Primavera das quais se destacam as familias da
Cupressaceae, Corylaceae, Oleaceae, Pinaceae, Platanaceae, Fagaceae e Betulaceae;
ervas que incluem as diferentes espécies de Gramineae que polinizam predominante-
mente na Primavera e inicio do Verdo; plantas silvestres ou chamadas ervas daninhas e
arbustos com polinizacdo, que se inicia na Primavera, estende-se por todo o Verdo e inicio
do Outono e que incluem familias como as Urticaceae, Compositae, Chenopodeaceae e
Plantaginaceae (Todo-bom, Nunes, & Caeiro, 2004).

Os principais responsaveis pela polinose em Portugal e Espanha sdo as gramineas,
sendo uma constante em todos os paises do Mediterraneo (também Italia e Franga) e entre
as arvores, séo de referir a oliveira e o platano cuja abundancia contribui para o agrava-

mento do problema (Todo-bom et al., 2004).
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Figura 4 - Espectro polinico na regido de Evora (PolenAlert — [1]
https://lince.di.uevora.pt/polen/index.jsp ). Dados obtidos na estagéo polinica PTEVOR,
instalada na plataforma de observacdes atmosféricas do ICT, Evora.

Em Evora, por exemplo, 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 Pinus, Quercus, Parietaria, Poacea,
Olea, Platanus Rumex, Plantago e Compositae ([1]; Todo-bom et al., 2004). Na figura 4
sdo apresentados valores captados dos diferentes alergénios presentes na zona atmosférica

de Evora.

30


https://lince.di.uevora.pt/polen/index.jsp

Pedro Miguel Parreira Machado Canaveira Alves

Sensibilizagdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de reatividade cruzada

1.5.1.1. Salsola kali

A Salsola kali (Figura 5) cujos nomes mais frequentes em Portugal séo barrilheira ou
barrilheira-espinhosa é uma planta que pode ser encontrada na orla costeira portuguesa e
espanhola, bem como em outras regides de clima temperado de solos com elevado con-
tetdo salino, nomeadamente no interior da Peninsula Ibérica, nas orlas costeiras de paises
europeus, no Norte de Africa, paises do Médio Oriente e na parte central e costa ocidental
dos Estados Unidos (Castro et al., 2014).

Figura 5 - Fotografia de uma planta S. kali
(obtido em [2]).

A S. kali € um arbusto de tamanho variavel, esférico, que apos o florescimento
adquire uma cor acastanhada. No final do veréo, o caule seca, fazendo com que a planta
fique ao nivel do solo, tornando-se assim uma planta “rolante”, a qual sofre transporte
por acao do vento, o que auxilia na dispersao da semente (Tehrani et al., 2010). Em Por-
tugal, esta espécie esta presente maioritariamente no Algarve, em algumas zonas da Costa

Vicentina, Vale do Sado, Lisboa e em praias na zona da Nazaré (Pereira et al., 2006).

A S. kali pertence a familia Amaranthaceae. O pdlen desta espécie € disseminado
de forma anemofila entre os meses de Junho e Outubro, com maior incidéncia nos meses
de Agosto e Setembro, sendo uma das maiores causas de doencas respiratorias em paises
semiaridos. Do ponto de vista alergoldgico, em paises aridos como o Irdo, Emiratos Ara-
bes Unidos e Kuwait, o polen de S. kali afecta em média 42% das pessoas que sofrem de
alergia, apesar de representar apenas cerca de 5% do polen total (Castro et al., 2014). Em
Espanha, as regides mais afetadas sdo as regides de Toledo, Zaragoza e Ciudad Real (com
68,35 e 51% de sensibilizacdo, respetivamente). A sensibilizacdo média em Portugal foi
estimada em 13% num estudo de 2006 realizado em doentes com rinite alérgica de varias

zonas do pais (Pereira et al., 2006).
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Os alergénios de S. kali ja referidos na literatura sdo o Sal k 1, Sal k 2, Sal k 3, Sal
k 4, Sal k 5, Sal k 6 e Sal k 7 (Tabela 2). O alergénio Sal k 1 é considerado o alergénio

major, € uma metilesterase, uma glicoproteina de 40 kDa, com elevado polimorfismo e

possuindo um ponto isoelétrico compreendido entre 6,3 e 8,8 (Tehrani et al., 2010). O Sal

k 2 e 0 Sal k 3 sdo também enzimas, o primeiro € uma proteina cinase e 0 segundo € uma

metionina sintase, com massas molares de 36 e 39-45 kDa, respetivamente (Assarehza-

degan et al., 2010). O Sal k 4 é uma profilina, de massa molar 14,4 kDa (Arilla et al.,

2010).

Tabela 2 - Alergénios identificados em pélen de S. kali.

Alergénio Proteina Identificada / Funcao MM

Sal k1 Metilesterase 40 kDa 6,3-8,8

Sal k2 Cinase / Homélogos da proteina cinase 36 kDa

Sal k3 Metionina sintase 39-45 kDa

Salk 4 Profilina / Proteinas de ligacdo a actina 14,4 kDa

Sal k5 Inibidores da tripsina / Ole e 1-like 18,2 kDa

Sal K6 Poligglacturonase (ndo _clivada) 47 kDa
Poligalacturonase (clivada) 28 kDa

Sal k7 Polcalcina / Proteings de ligacdo ao cal- 8.5 kDa

(¢ [0]
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1.5.1.2. Olea europaea

A oliveira (Olea europaea) é uma arvore bastante disseminada a nivel mundial, ori-
ginaria da &rea a sul do Caucaso. O cultivo da mesma teve inicio no Chipre, seguindo-se
o0 Egipto, acabando por ocupar todos os paises da bacia do Mediterraneo (Marazuela et
al., 2012). O pdlen Olea é actualmente uma das maiores fontes de alergia, sendo que a
sua sensibilizacdo esta documentada em regifes onde a arvore é cultivada (Marazuela et
al., 2012). A polinose tem aumentado como resultado de modificacdo nas praticas agri-

colas. A Olea europaea pollinosis é clinicamente caracterizada por sintomas de rinocon-

juntivite e asma bronquica (Amato et al., 2007). A altura de polinizacdo desta espécie €
de Maio a Junho [1].

Figura 6 - Fotografia de uma arvore Olea europaea
(obtido de [2]).

Actualmente, 13 alergénios foram descritos na O.europaea, 12 de pdlen e um alergé-
nio alimentar da azeitona, a taumatina (Cases et al., 2014). A Ole e 1 é o principal aler-
génio, sendo este reconhecido por mais de 70% dos individuos sensibilizados a Oliveira,
tendo sido proposto como marcador e diagndstico para sensibilizacdo primaria a Olea-
ceae. Este é considerado o alergénio major da Oliveira (Cases et al., 2014). A Alergia ao
polen de Oliveira é causada na maioria dos casos por acdo do Ole e 1, mas outros alergé-
nios, polcalcina (Ole e 3 e Ole e 8), Ole e 4, Ole e 9 e a proteina de transferéncia de
Lipidos (Ole e 7), também podem estar associados (Scala et al., 2014). Na tabela 3 séo
apresentados os diferentes alergénios assim como as diferentes caracteristicas dos mes-

mos.

O alergénio Ole e 1, um inibidor da tripsina, possui uma massa molecular de

aproximadamente 20 kDa na sua forma glicosilada, enquanto que na forma ndo
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glicosilada tem uma massa molecular de 16 kDa, e uma prevaléncia de ligacdo a IgE
superior a 80%. Trata-se de uma proteina acidica com um ponto isoelétrico de 5,5, 5,9
e/ou 6,6. O Ole e 1 possui 145 aminodcidos, existindo em 2 formas, a glicosidea (80 a
85% de alergénio total) e a ndo glicosidea, a qual possui um local de glicosilacdo
localizado no residuo de asparagina (Asn-111) da cadeia polipeptidica (Boluda,
Casanovas, & Fernandez-caldas, 1999). Apos a sintese do alergénio Ole e 1, a proteina é
maturada no reticulo endoplasmatico e destina-se a ser segregada. Parece estar envolvida
no reconhecimento entre o pdlen e o estigma e na formacéo do tubo polinico, uma vez
que € sintetizada na ultima fase de maturagdo do polen e sofre uma regulacdo durante a
formagdo do tubo polinico (Alché, Mohamed, Castro, & Rodriguez-garcia, 2004).
Apresenta trés ligacdes dissulfureto, entre os residuos 19-90, 22-131 e 43-78. No residuo
aspargina-111 podem ocorrer N-glicosilacdes, em particular por glicanos complexos, que
podem contribuir para a antigenicidade. Existem varias variantes desta proteina devido a

polimorfismos que ocorrem entre as muitas variantes de Oliveira.

O Ole e 2 tem um peso molecular de 15 kDa, sendo esta uma profilina com um ponto
isoelétrico igual a 5,1. Esta possui uma ligacdo a actina, que se encontra no citoplasma
celular, tendo como funcdo regular a polimerizacdo da actina no citoesqueleto e também
regular a permeabilidade da membrana celular (Landa-pineda et al., 2013). O Olee 3 ¢
uma proteina de ligacdo, com uma massa molecular de 9,5 kDa que apresenta homologia
com alergénios da espécie, sendo esta proteina uma polcalcina, com um ponto isoelétrico
igual 4,2 e/ou 4,3. O Ole e 4 é um alergénio com 32 kDa, de funcéo desconhecida, sendo
esta uma superdxido dismutase (proteina). O Ole e 5 é um alergénio menor de 16 kDa
com elevado grau de homologia com as superdxido dismutase, possuindo 5 isoformas
(Boluda, Casanovas, & Fernandez-Caldas, 1999).
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Tabela 3 - Alergénios identificados em pélen de O. europaea.

Alergénio

MM

Pl

Proteina Identificada /
Funcéo

Ole e 1 (glicosilada)

Ole e 1 (ndo-glicosilada) ig EBZ 5,5;5,9; 6,6 Proteina acidica
Olee?2 15 kDa 51 Profilina
Olee3 9,5 kDa 4,2; 4,3 Polcalcina
Olee4 32 kDa 4,6;5,1 S”pero’zisdgg)sm“tase
Olees 16 kDa 5.1: 6.5 desconhecida - 5 isofor-

mas
Olee6 10 kDa 4,2
Olee7 9,8k(iD tO,B 59 Protel’lrilgigg Str;tl?_f_%(;rte de
Olee8 21 kDa 4,5
Olee9 45 kDa e éi R 1,3-B-glucanase
Olee 10 10,8 kDa 58 Liga-se a laminarina
Olee 1l 39,65 kDa 6,3-6,9 Pectina metilesterase
Oleel2 | ---mmem- 4,8-5,7 Isoflavina redutase
Olee 13 23 kDa 4,3;4,8 Taumatinas
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1.6. Meétodos utilizados no estudo dos perfis proteicos e de
alergénios dos pdélenes

As técnicas mais comuns para a separacdo de proteinas sdo a eletroforese
unidimensional (1D) e a eletroforese bidimensional (2D), normalmente em gel de
poliacrilamida (PAGE) (Drabik, Bodzo, & Silberring, 2016).

Dentro das técnicas eletroforéticas unidimensionais, as mais utilizadas sdo a
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) e a Focagem

isoelétrica (IEF).

1.6.1. A técnica de eletroforese em SDS-PAGE

A SDS-PAGE é realizada em condigdes de desnaturacéo, utilizando calor e na
presenca de dodecilsulfato e sddio (SDS) e outros agentes redutores, como o f-
mercaptoetanol ou o di-tiotreitol de forma a quebrar as ligacfes persulfureto (Drabik et
al., 2016).

A dimens&o dos poros presente no gel ira depender das quantidades de acrilamida
e bis acrilamida (quanto menor quantidade de acrilamida, maior o tamanho do poro, e por
outro lado quanto maior for a quantidade de bis acrilamida, menor a dimenséo do poro)
(Drabik et al., 2016). De referir que este tamanho do poro, vai permitir definir a separagédo
da proteina, ou seja, poros de maior dimensdo permitem uma separagédo de proteinas de
maior peso molecular, enquanto que poros de menor dimensdo apenas toleram a

separacao de proteinas de baixo peso molecular.

O duodecil sulfato de sdédio liga-se as proteinas com base no seu tamanho
molecular, desta forma as biomoléculas presentes com varias massas e com igual
densidade de carga na superficie podem mover-se ao longo do campo elétrico, através do
rompimento das ligacBes ndo-covalentes das proteinas, provocando assim a respetiva
desnaturacdo, ou seja, uma alteracéo estrutural, de modo a provocar a separagdo através
do gel de poliacrilamida (Wirth, 2000). Nesta técnica, as proteinas sao separadas segundo

a sua massa molecular.
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1.6.2. A eletroforese 2D

O desenvolvimento da eletroforese bidimensional comegou na década de 1960, com
a descricdo da (IEF). Na década de 1970, O Farrell através dos conhecimentos anteriores
fornecidos relatou a criagdo de mapas 2D, através da combinacdo ortogonal de uma
primeira dimensdo com base no fracionamento de carga pura e uma segunda dimensao
com base no tamanho e discriminacdo de cadeias polipeptidicas desnaturadas e
dissociadas (“Two-dimensional gel electrophoresis of proteins,”, 2011).

O passo fundamental para o desenvolvimento desta técnica foi a introdugdo da
espectrometria de massa, a qual permite sequenciar pequenos peptidos e identificar
proteinas (Bernhardt, 2018). A separacdo por eletroforese bidimensional é baseada na
migracdo proteica, a qual é causada pela aplicacdo de corrente elétrica no gel de
poliacrilamida (“Two-dimensional gel electrophoresis of proteins,”, 2011). Neste
processo, as proteinas com elevado peso molecular, ndo tém capacidade para migrar
através do gel por longas distancias, permanecendo assim na extremidade do catodo do
gel (Bernhardt, 2018). As proteinas com menor massa molecular, tém tendéncia a migrar
mais facilmente através dos poros, de forma a migrar em direcdo ao anodo do gel. A
desnaturacdo ocorre com a reducéo e alquilacéo de ligacdes dissulfureto, ocorrendo esta
apds a separacao das proteinas (“Two-dimensional gel electrophoresis of proteins,”,
2011). As ligacbes de hidrogenio sdo rompidas, assim como as intera¢@es hidrofdbicas
sdo blogueadas de forma a garantir o desdobramento da proteina, através da aplicacdo de
duodecil sulfato de sodio. Este composto possui uma carga negativa, sendo que quando
adicionado a sua cadeia hidrofébica interage com aminoacidos ndo polares, o que vai

fornecer a proteina uma carga negativa (Bernhardt, 2018).

Esta técnica tem diversas vantagens, nomeadamente a sua capacidade de visualizar
varias proteinas presentes numa Unica amostra. Obter um elevado numero de
informacdes, uma vez que é possivel determinar de forma aproximada a sua massa
molecular e o ponto isoelétrico (Drabik et al., 2016). Permite ainda realizar medicoes
quantitativas da expressao proteica, dada a corrida do gel e a respetiva analise da imagem
com o software adequado. As proteinas hidrofébicas, uma vez que sdo insollveis em
solucBes de extragdo proteica, sdo um desafio relativamente a sua anélise (Bernhardt,
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2018). No entanto, na grande maioria das aplicacbes a 2D, fornece resolucdo e é
especialmente adequada para a analise simultanea de multiplas amostras de proteinas num

Unico gel.

Nos presentes dias, a técnica é aplicada em questdes de Controlo de Qualidade, a nivel
da industria Farmacéutica e da Biotecnologia, na andlise da pureza de proteinas
recombinantes, assim como para a analise de alergénios, ou seja, a constituicdo dos
mesmos nomeadamente as suas proteinas. Isto deve-se a sua capacidade em revelar uma
grande variedade de modificacbes poOs-traducionais, assim como contaminagdes
(proteinas indesejadas), alteracdes de carga e modificacbes ou até mesmo mutacoes
(Bernhardt, 2018).

1.6.3. As técnicas de immunoblotting

O Immunoblotting ou Western Blotting é uma técnica de laboratorio, na qual sdo
utilizados anticorpos para identificar proteinas que foram transferidas para a membrana.
Requer, normalmente, a separacao de proteinas de acordo com a sua massa molecular por
eletroforese SDS-PAGE (Gwozdz & Dorey, 2017), ou por outra técnica como a IEF.
Pode, contudo, ocorrer em amostras sem separacdo, em gue as amostras sdo aplicadas
diretamente na membrana (DOT-BLOT).

Trata-se de uma técnica bastante eficaz para a detecdo de uma proteina de interesse
numa mistura, para identificar mudancgas na concentracdo de proteinas nas diferentes
amostras, identificar modificagdes pos-traducionais, como fosforilacdes e para caraterizar

complexos proteicos (Wehr & Levine, 2012).

O Western blot ndo é uma técnica quantitativa, pois nao informa sobre a quantidade
de proteina na amostra. Contudo pode ter aplicacdes semi-quantitativas, permitindo

avaliar diferencas nos niveis de expressao.

Devido a ser uma técnica com diversos passos, esta pode estar sujeita a pequenas

imprecisdes (como transferéncia irregular), que podem resultar em diferencas entre

38



Pedro Miguel Parreira Machado Canaveira Alves

Sensibilizagdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de reatividade cruzada

repeticdes (Wehr & Levine, 2012). Assim, de forma a aumentar a precisao da analise, as
condi¢des devem de ser firmemente estabelecidas e, em particular, na otimizacdo da

técnica devem ser testadas multiplas dilui¢des dos anticorpos.

E um método bastante sensivel. Contudo, se a proteina de interesse estiver em baixa
concentracdo, pode ndo ser detetada (Gwozdz & Dorey, 2017). O método ira ser tdo
especifico quanto mais especifico for o anticorpo a ser utilizado na marcacdo da
membrana (se a especificidade do anticorpo € fraca, o resultado ndo ira ter uma facil

interpretacdo e, neste caso, devera ser utilizado um novo anticorpo).

Como referido, trata-se de uma técnica extensa, a qual deve ser sujeita a varias
consideracOes durante a realizacdo da mesma. A preparacdo da amostra, requer a lise das
células, sendo que dependendo das estruturas celulares (ndcleo, citoplasma, membrana
plasmaética) e tipo de célula (mamiferos, bactérias, leveduras entre outros), vai necessitar

da utilizagdo de um tampao, o que na maioria dos casos é um tampéo Tris-HCL.

Quando separadas por PAGE, as proteinas tém de ser transferidas do gel para uma
membrana, por transferéncia eletroforética. Neste processo é preparada uma “sandwich”,
na qual uma membrana estd em contacto com o gel e é prensada entre papel de filtro e
fibra, num tampdo de transferéncia. Existem 2 tipos principais de membrana,
nitrocelulose e PVDF (difluoreto de polivinilideno). A nitrocelulose é carregada e liga as
proteinas atravées da sua parte hidrofilica, de forma rapida e eficiente. As membranas de
PVDF ndo estdo carregadas, sendo que se ligam a partes hidrofobicas das proteinas, e

requer uma ativacdo com metanol (Gwozdz & Dorey, 2017).

A transferéncia pode ocorrer em meio humido ou semi-seco. Na transferéncia
himida, o contacto entre o gel e a membrana durante a transferéncia é assegurada por um
suporte solido, sendo a “sandwich” totalmente submersa no tampdo de transferéncia
(Gwozdz & Dorey, 2017). Desta forma, é possivel realizar transferéncias de uma gama
mais ampla de proteinas, sendo favoravel para grandes proteinas (> 100 kDa). Tem como
desvantagem levar mais tempo e maior quantidade de tampao de transferéncia (Gwozdz
& Dorey, 2017). Na transferéncia semi-seca assim como na humida, a “sandwich” ¢é

colocada entre os elétrodos. E mais réapida, sendo possivel processar vérias membranas
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em simultaneo, em contrapartida tem baixa capacidade de tamponamento, é menos eficaz
e pode resultar em dificuldades na detecdo de proteinas de elevado peso molecular (Wehr
& Levine, 2012).

Por fim, a detecdo € realizada com recurso a anticorpos 0s quais se encontram

conjugados com enzimas.
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2. Problemética e Objetivos

A alergia resulta de uma resposta imunoldgica do organismo, causada por reacoes
de hipersensibilidade do sistema imunitario do tipo | (atividade anormal da IgE contra
antigénios ndo patogénicos). Constitui um dos maiores problemas de salde global, com

impacto a nivel socioeconémico, perda da qualidade de vida e do bem-estar da populacéo.

As plantas S. kali e a O. europaea, foram alvo de estudo neste trabalho, a primeira
pertence a familia Amaranthaceae, estando presente principalmente em paises aridos e
semiéaridos, enquanto que a O. europaea pertence a familia Oleaceae estando presente
maioritariamente nos paises da orla mediterranea, sendo uma espéecie de elevada
importancia economica em diversos paises. Nestes paises, a S. kali é, a par da O.
europaea, uma das causas de alergia sazonal, tendo sido descrita a possibilidade de haver
reatividade cruzada entre as espécies mencionadas atribuida a diversos alergénios,
nomeadamente nas familias Sal k 4 (Ole e 1-like) e Ole e 1 (Castro et al., 2014). De fato,
tem-se observado que individuos cujos testes cutaneos revelam sensibilidade apenas a
uma das espécies apresentam sintomas fora da epoca de polinizacdo dessa espécie (Abril
e Junho, Junho e Outubro, respetivamente), 0 que sugere a hipotese de ocorrer reatividade

cruzada entre alguns dos alergénios.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a hipdtese de ocorréncia de
reatividade cruzada entre os alergénios de S. kali e O. europaea, assim como a

identificacdo de alguns desses alergénios.
Assim, os objetivos deste trabalho foram:

v’ ldentificacdo e caraterizacdo dos alergénios Ole e 1, Ole e 1-like, profilina e

polcalcina em extratos polinicos de S. kali e O. europaea;

v’ Caracterizacdo de alergogramas de individuos com sensibilizacdo a S. kali e/ou

O. europaea,

v" Anadlise de reconhecimento cruzado de alergénios de S. kali e O. europaea;
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3. Metodologia

3.1. Material, equipamento e reagentes

A lista de material/equipamento e reagentes ira ser apresentada no Anexo I.

3.2. Caraterizagdo da populacéo em estudo

Para este estudo foram selecionados doze individuos, acompanhados na consulta
de alergologia do Hospital General La Mancha Centro, de Alcazar de San Juan. Todos
estes individuos foram diagnosticados com polinose apresentando sintomas na Primavera
e final do Verdo. Foram avaliados por teste Prick para confirmacéo da sensibilizacdo (Ver
Anexo I1). Com base nestes testes foram selecionados individuos sensibilizados a p6len
de S. kali e/ou O. europaea e foram constituidos 3 grupos (ver tabela 4): IgE O" S* -
Grupo dos individuos que apresentam IgE especifica para S. kali; IgE O* S™ - Grupo de
individuos que apresentam IgE especifica para O. europaea; IgE O" S™ - Grupos de
individuos que apresentam IgE especifica para S. kali e O. europaea. Para todos 0s
individuos foi também determinada a IgE total e algumas IgE especificas do soro cujos
resultados se apresentam na tabela 4.

Tabela 4 - Niveis de IgE total e de IgE especificas serolégica dos individuos alérgicos envolvidos
neste estudo.

Grupo IgE Total IgEOlea IgEOleel |IgESalsola IgESalk1
(Ul/mL) (U/mL) (U/L) (U/mL) (U/mL)

6,7 0,12 0,09 1,68 4,56
R o5 353 0,43 0 4,98 5,97
459 0,01 0 747 23,9
| 8 | 65,4 0,01 0 0,52 --
48,7 2,69 4,38 0 --
gEo's 2169 0,96 0,59 0,04 0
34,5 0,69 0,89 -- --
351 13,6 11,8 0,24 --
37,8 2,17 18 5,19 -
gEO'st 293 6,15 5,87 18,8 34,3
25,2 5,29 6,07 2,49 -
108,2 1,47 1,07 4,27 -
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3.3. Preparacao dos Extratos

Para se efetuar a preparacdo dos extratos comegou-se por pesar 100 mg de cada
tipo polinico (O. europaea ou S. kali) aos quais foram adicionados 10 mL de solugéo
tampdo de extragcdo (composi¢do, 0,1 mM: NaHCOs ; pH= 8.0) e 15 microlitros de
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PSFH) 10 M em isopropanol (este reagente tem como
funcdo inibir proteases). As solugdes foram a agitar durante um periodo de 2 horas, onde
os tubos foram isolados da luz solar. Este procedimento de agitacdo na auséncia de luz
solar foi repetido 2 vezes de forma a extrair maior quantidade de proteina. Seguiu-se uma
centrifugacdo a 3000 g durante 10 minutos, sendo em seguida o sobrenadante guardado.
O sedimento foi novamente extraido seguindo procedimento equivalente, juntando-se 0s
sobrenadantes, que foram aliquotados e armazenados a -20°C. Estes sobrenadantes daqui
em diante irdo ser referenciados como extrato polinico proteico (EPP).

3.4. Quantificacdo do conteudo proteico total pelo método
do acido bicinconinico (BCA)

O conteddo em proteina foi quantificado com recurso ao método do acido
bicinconinico (BCA), neste é dada uma reducéo na qual o Cu?* passa a Cu®* por acéo de
uma proteina em meio alcalino (reacdo do biureto), com a respetiva detecdo colorimétrica,
a qual é bastante sensivel e seletiva do catido cuproso, através da utilizacdo de um
reagente que contem acido bicinconinico. O produto da reacédo de cor purpura deste ensaio
é formado pela quelacdo de duas moléculas de BCA com um ido cuproso, de referir que
este complexo, soltvel em agua, apresenta uma forte absorvancia a 562 nanémetros, que
é diretamente proporcional ao aumento das concentracdes de proteinas numa gama

compreendida entre 20 e 2000 pg/mL.

A estrutura macromolecular da proteina analisada, 0 numero de ligacdes peptidicas e
a presenca de quatro aminoacidos especificos (cisteina, cistina, triptofano e tirosina), séo
relatados como responsaveis pela formacdo da cor com o BCA. Estudos com di-, tri- e
tetra-peptidios sugerem que a extensdo da formacdo de cores € causada por mais do que
uma juncdo de grupos funcionais individuais de producdo de cores. A concentracdo de

proteina é determinada com referéncia aos padrées de uma proteina comum, como a
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albumina de soro bovino (BCA). Uma série de solucdes de concentracdo conhecida séo
preparadas a partir da proteina e analisadas a par das amostras de concentracdo

desconhecida, as quais irad ser determinadas com base numa curva padréo.

Nesta fase foi preparada uma microplaca de 96 pocos, em que cada poco continha um
volume de amostra de proteina (10-25 pL) e 100 pL de reagente (Micro BCA™ Protein
Assay Kit, Thermo Scientific). Comecou por se preparar um conjunto de solugdes padrao
aquosas de albumina de soro bovina (BSA) de concentracédo 7, 15, 31, 62, 125, 250, 500
e 1000 pg/mL. Em seguida foi preparado o reagente de trabalho, tendo sido preparados
100mL. Usou-se a4gua para o branco.

Depois foram feitas dilui¢fes de 40, 20 e 10 vezes das amostras EPP de O. europaea
e S. kali. Foram pipetados 10 pL de branco, padrdes e amostras, em triplicado, e 200 pL
de reagente BCA e em seguida a placa colocada a incubar sob agitacdo suave durante 30
minutos. Por fim a absorvancia foi lida a 562 nanémetros no espetrofotometro com leitor

de microplacas.

Foi preparada uma curva padréo onde os valores de absorvancia das amostras foram
interpolados de forma a se determinar a concentracdo em mg/mL de proteina presente

para cada uma das amostras.
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3.5.  Western blott para identificacdo dos alergénios

A identificagdo e caracterizacdo dos alergénios Ole e 1, profilina e polcalcina foi
realizada por Western-blot. Para isso, foi necessario fazer a separacéo das proteinas dos
EPP que, neste caso, ocorreu por SDS-PAGE, seguindo-se a eletrotransferéncia das
proteinas do gel para uma membrana e, por Gltimo a imuno-marcacdo das proteinas de

interesse com anticorpos adequados e a sua analise.

3.5.1. SDS-PAGE dos extratos polinicos

Em primeira instancia foi preparado o sistema de SDS-PAGE, no qual os vidros
foram montados, juntamente com o restante material eletroforético (sempre com o
cuidado de limpar o mesmo com recurso a etanol, de forma a evitar contaminacgdes que
prejudiquem a polimerizacdo). Foi preparado o gel de resolucéo e o gel de concentragao.
O gel de resolucéo (12%) foi preparado com 2,5 mL de Tris-HCL 1,5 M, 100 uL de SDS
10%, 3,4 mL de H20, 4 mL de acrilamida/Bis 30 %, 75 pL de APS e 5 uL de TEMED.
Ap0s a preparacéo, este foi aplicado no sistema com recurso a uma micropipeta, sem criar
bolhas de ar, sendo adicionada agua de forma a evitar o contacto com o ar. Em seguida
foi preparado o gel de concentracao (4%) com 1 mL de Tris-HCL 0,5 M, 40 pL de SDS
10%, 2,43 mL de H20, 0,53 mL de acrilamida/Bis 30%, 24 uL de APS 10% e 4,4 pL de
TEMED. Realizada a polimerizacdo do gel de resolucdo, foi retirada a agua e aplicado o
gel de concentracdo, sendo colocado o pente até a respetiva polimerizacdo do mesmo.
Quando a mesma se realizou foi retirado o pente e os pogos foram lavados com agua

destilada.

A camara interna foi montada, sendo esta preenchida com tampéo de corrida 1x
(preparado a partir da diluicdo do tampdo de corrida 10x: Tris-Base 25 mM, 250 mM,
SDS 10 %, pH 8,3), foram aplicados 50 pg de proteina em cada poco (diluida a partir do
EPP com agua e tampdo de amostra 6x (Tris-HCL 1,5 MM, SDS 10%, glicerol 30%,
azul bromofenol 0,06%, DTT 600 mM, pH 6,8) e aquecimento a 95°C durante 5 minutos.
A tina eletroforética foi ligada a uma fonte de alimentacéo, aplicando-se as condicdes de
corrida: 140 V, 60 mA e 15 Watt. Depois do azul de bromofenol atingir o fim do gel,

desligou-se o sistema da corrente (cerca de 1 hora e 30 minutos a 2 horas apds comeco).

45



Pedro Miguel Parreira Machado Canaveira Alves

Sensibilizagdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de reatividade cruzada

Terminada a eletroforese e desligado o sistema, a tampa da tina foi retirada sendo
descartado o recipiente interno. Removeu-se a cassete do gel e este foi retirado, separando
cuidadosamente as 2 placas de vidro.

3.5.2. Eletrotransferéncia

Para a eletrotransferéncia, papéis de filtro e membranas de PVVDF foram cortadas
de acordo com as dimensdes do gel (sempre tendo em atencéo a utilizacdo de luvas de
forma a evitar contaminagfes), sendo efetuado um pequeno corte nas membranas de
forma a identificar as mesmas. As membranas foram ativadas, colocando-as 5 segundos
em metanol e 5 minutos em H,O destilada. Em seguida, tanto o gel como a membrana
foram colocados em tampéo de transferéncia (Tris-HCL 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM,
metanol 20%) durante 20 minutos. De seguida foi preparada a “sandwich” do gel.
Comegou-se por colocar uma placa de fibra humedecida, em cima desta foi colocada uma
folha de papel de filtro e o gel. Para finalizar foi colocada uma membrana humedecida
(sempre evitando a formacéo de bolhas). A distribuicdo final dos componentes foi de

acordo com o esquema apresentado na figura 7.

Catodo
Fibra B | l

¢ Papel de Filtro

Gel de
poliacrilamida ° l J

I ¢ Menbran

Papel de Filtro G

I | €2 Fibra
Anodo

Figura 7 - Estrutura da "'Sandwich"'. Adaptado de (Kurien & Scofield, 2015).

A cassete foi fechada sempre com o cuidado de ndo se mover a “sandwich” do
gel. As cassetes preparadas foram colocadas no mddulo, com o lado preto da cassete

colocado para o lado preto do sistema. Foram inseridas as unidades de arrefecimento e o
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tanque foi preenchido com tamp@o de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, pH 8.3, glicina 192
mM, metanol 20%, SDS 0.037%). Foi adicionado um agitador magnético de forma a que
a temperatura do tampao e a respetiva distribuicdo idnica se mantivessem constantes (a
velocidade devera ser tdo rapida quanto possivel). A tampa foi colocada e os cabos ligados
a fonte de alimentacdo de forma a iniciar a transferéncia (condi¢es: 350 mA, 150 V, 40
W, durante 1 hora). Quando terminou a corrida, a sandwich foi aberta e removida a

membrana.

3.5.3. Imunodetecéao

Durante esta fase do procedimento foi realizada a detecdo de diversos alergénios
nas amostras de O. europaea e S. kali, assim como a obtencdo de alergogramas
individuais. De referir que as fases de SDS-PAGE e eletrotransferénica foram comuns e

parte do procedimento anterior & imunomarcacao.

3.5.3.1. Detecdo do alergénio Ole e 1 e Ole e 1-like

Numa primeira fase, foi realizada a identificacdo dos valores de Ole e 1 e Ole e 1-like.
A membrana, com a separacdo dos EPP de S. kali e de O. Europaea Terminada a
eletrotransferéncia, as membranas foram colocadas em solugéo de bloqueio com 5 % de
leite magro (100 mL TBS-T, 5 g leite em p0) durante 2 horas, a temperatura ambiente,
seguindo-se a incubagdo com anticorpo biotinilado® Anti-Ole e 1 (B-04, Bial, diluido
1:5000, preparado adicionando 1 pL de Ab Biotinilado a 5 mL TBS-T ), “overnight” a
4°C, com agitacdo. Seguiram-se lavagens com TBS-T, 3 vezes durante 8 minutos cada. A

membrana foi, em seguida, incubada com a Estreptavidina-peroxidase (5 mL TBS-T

L A biotina pode ser conjugada com enzimas, acidos nucleicos ou anticorpos. O seu reduzido tamanho,
permite a ligacdo as referidas estruturas sem que ocorram perdas das carateristicas imunolégicas ou
fisicas. Desta forma é possivel “revestir” um anticorpo ou uma enzima com um grande nimero de
moléculas de biotina, que se comportam como locais de ligacdo para a avidina, de referir que este
processo, implica a passagem da biotina para a sua forma ativada permitindo assim a sua ligacdo através
do grupo carboxilico as zonas NH; da molécula a ser biotinilada.

2 A estreptavidina é uma proteina de peso molecular de 60 kDa, extraida da cultura de Streptomyces
avidinii; embora a avidina possua uma estrutura secunddria, terciéria e quaternaria quase idéntica a da
estreptavidina, as duas proteinas mostram apenas 30% de semelhanca quando sequenciadas, de referir
ainda que a avidina tem uma maior afinidade para a biotina ndo conjugada enquanto a estreptavidina
possui maior afinidade para a biotina conjugada.
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para 10 pL de Estreptavidina peroxidase), durante 2h a temperatura ambiente. A ligacéo
entre 0 anticorpo biotinilado e o enzima conjugado com estreptavidina ocorre pela
elevada afinidade entre a biotina e a estreptavidina, formando-se liga¢es ndo covalentes,
fortes e réapidas.

Apos nova série de lavagens com TBS-T, 3 vezes. Foi realizada a revelagdo das
membranas com TMB, sendo este aplicado até ao aparecimento de bandas (ter sempre
em atencdo a elevada toxicidade do TMP) e colocadas em &gua de forma a parar a reacao.
As membranas foram fotografadas para posterior andlise.

Este procedimento foi realizado em duplicado.

3.5.3.2. Detecao dos alergenios Profilina e Polcalcina, em S.
kali e O. europaea.

Ap0s a respetiva SDS-PAGE (Ver secdo 3.5.1), a eletrotransferéncia (Ver secdo 3.5.2)
e blogueio da membrana, foram preparados os anticorpos Anti-Profilina e Anti-
Polcalcina, produzidos em coelho por inoculacéo de proteinas recombinante de profilina
e polcalcina de S. kali (cedidos pela firma Probelte Pharma S.L.U.), por diluicdo de 20
ML de anticorpo em 4980 uL de TBS-T. As incubagcBes com os anticorpos decorreram a

4°C, “overnight”, com agitagao.

Seguiu-se, apos lavagens executadas de forma semelhante ao subcapitulo anterior, a
incubacdo com anticorpo secundario, durante 2h a temperatura ambiente, tendo sido
utilizado um anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (NIF1317,
GE Healthca8re). Procedeu-se nova série de lavagens e por fim a revelacdo, neste caso
com um substrato da fosfatase alcalina (RPN5785, GE Healthcare) que origina um
produto fluorescente. Neste caso, as membranas foram analisadas com recurso ao

equipamento de captacdo de imagem Gel-Doc (Bio-RAD), sob radiacdo UV.

Este procedimento, para cada um dos alergénios, foi realizado em duplicado.
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3.5.3.3. Detecéo de proteinas dos EPP reconhecidas por pools de
soros

Neste ponto do procedimento, a parte inicial da criacdo dos géis paraa SDS-PAGE
(Ver secdo 3.5.1) assim como a eletrotransferéncia (Ver se¢do 3.5.2) foram iguais aos
pontos anteriores do procedimento, sendo a imuno-marcacgéo diferente. Serdo descritos
com maior pormenor 0s aspetos em que esta imuno-marcacgdo difere das anteriormente

descritas.

Apos realizada a transferéncia, as membranas foram bloqueadas. Fez-se entdo a
preparacao dos soros para cada um dos grupos de individuos (Igg O'S*, IgE O S e IgE
O* S%), sendo estes constituidos por 250 pL de soro (62,5 pL de cada individuo
constituinte do grupo) e 4750 uL de TBS-T, fazendo o volume final de 5000 L.

As membranas com extrato de Oliveira e Salsola foram colocadas em tubos com
os diferentes soros e em seguida, colocados a agitar overnight, a 4°C. No dia seguinte,
foram realizadas lavagens, seguindo-se incubacdo com IgG de ratinho anti-IgE humana
(diluicdo de 1:30.000 em TBS-T) e colocado em rotacdo durante 2 horas. Seguiu-se nova
série de lavagens e subsequente incubacdo com anticorpo anti-1gG de ratinho conjugado
com peroxidase (16510, Sigma-Aldrich, diluicdo 1:10.000 em TBS-T), durante 2h a
temperatura ambiente. No final das 2 horas, as membranas foram retiradas dos tubos e
foi-lhes aplicado TMB para a respetiva revelacdo, até ao aparecimento das bandas e as

membranas foram fotografadas para posterior anélise.
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3.5.3.4. Detecdo de proteinas dos EPP por soros individuais, com
e sem inibig&o.

Para além da obtencéo dos alergogramas com pools de soros, ainda foram obtidos
alergogramas individuais, sem inibicdo e com inibicdo dos soros, estes ultimos para
estudar a reatividade cruzada entre a O. europaea e a S. kali. Num dos estudos, foi
realizada a separacdo de EPP de S. kali, sendo os soros dos individuos inibidos com EPP
de O. europaea. No outro, foi realizado o estudo contrario, com separacdo de EPP de O.
europaea e inibicdo dos soros dos individuos com EPP de S. kali.

Os soros utilizados foram diluidos de 1:20 (50 pL de soro de paciente com 1950
ML de TBS-T). Foram ainda preparados soros inibidos, do seguinte modo: cortaram-se
pedacos com cerca de 1 cm? de membrana de PVDF previamente ativada, e colocaram-
se numa caixa de petri bem afastados uns dos outros; foi aplicado EPP de cada um dos
tipos polinicos em estudo (caixas separadas para 0s dois tipos polinicos) sobre esses
pedacos de membrana e incubados a 4°C “overnight”; para inibir os soros, um desses
pedacos foi adicionado a um tubo de soro diluido, e fez-se uma incubacgéo durante 30 min,
com agitacéo; findo esse periodo, os pedacos de membrana foram retirados - consideram-

se esses 0s soros inibidos.

A SDS-PAGE para separacdo das proteinas dos EPP decorreu de forma
semelhante a anteriormente descrita, com a diferenca de que a amostra foi colocada em
poco continuo. Procurou-se que a massa de proteina total aplicada de cada EPP fosse

equivalente a dos estudos anteriores.

Apds a transferéncia ser realizada, as membranas foram cortadas em 12 tiras
equivalentes (duas para cada individuo), e posteriormente colocadas a incubar em tubos
individuais, a 4°C “Overnight”, um tubo com o soro sem inibi¢do e outro tubo com o soro
inibido. Em cada estudo, preparou-se um par de tubos (ndo inibido e inibido) para cada

individuos.

Todos os procedimentos subsequentes a incubacgdo dos soros foram equivalentes

aos descritos na secgédo anterior.

50



Pedro Miguel Parreira Machado Canaveira Alves

Sensibilizagdo a Salsola kali e Olea europaea: Estudo de reatividade cruzada

4. Resultados e Discussao

4.1. Identificacdo e caraterizagdo dos alergénios Profilina,
Polcalcina e Ole e 1 e Ole e 1 like nos extratos polinicos de S.
kali e O. europaea.

Nos capitulos da introducdo relativos a S. kali e a O. europaea foram descritos
diversos alergénios de pdlen destas espécies, incluindo o Ole e 1, alergénio proveniente
da O. europaea e o Sal k 5, alergénio proveniente da S. kali, similar ao Ole e 1 (designado
também Ole e 1-like), bem como a profilina e a polcalcina, pan-alergénios identificaveis
em O. europaea (Ole e 2 e Ole e 3, respetivamente) e em S. kali (Sal k 4 e Sal k 7,
respetivamente). Pretende-se entdo fazer uma caraterizagdo da massa molecular dos
alergénios Ole e 1, profilina e polcalcina nos EPP de S. kali e O. europaea, que possam

sustentar a identificagdo destes alergénios nos alergogramas.

A figura 8 mostra o resultado de um blot identificando o Ole e 1 e Ole e 1-like
(Ver secdo 3.5.3.1). Os valores de massa molecular calculados para o alergenio Ole e 1
(de O. europaea) e 0 Ole e 1-like (Sal k 5, de S. kali) estdo apresentados na tabela 5, sendo
estes uma média de 2 experiéncias. As massas moleculares de Ole e 1 determinadas nas
condicdes da nossa experiéncia foram 18,06 £ 0,11 e 7,25 £ 0,21 kDa para Ole e 1 e Ole
e 1-like (correspondente ao Sal k 5, S. kali), respetivamente, evidenciando que a massa

para o Sal k 5 € ligeiramente inferior (figura 8 e tabela 5).

Padrio Salsola Oliveira

20
kDa

Figura 8 - Imagem da membrana de Western blot com identificacdo de Ole e 1 e Ole e 1-like.
Marcacéo imunoldgica de acordo com a secéo 3.5.3.1. (n=2).
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Tabela 5 - Massa molecular obtida para Ole e 1 e Ole e 1-like.

Espécie Alergénio Massa Molecular (kDa)
Oliveira Oleel 18,06 £ 0,11
Salsola Ole e 1-like 17,25 + 0,21

Estas massas estdo em concordancia com as descritas na literatura, 18,5 kDa para
Olee 1 (Villalba et al., 1993) e 17,6 kDa para Sal k 5 (Castro et al., 2014).

Outro alergénio relevante, por ser um pan-alergénio, é a profilina, uma proteina
de ligacéo a actina (como referido na introducdo 1.5.1.1 e 1.5.1.2), que s&o os alergénios
Ole e 2 e Sal k 4 em oliveira e salsola, respetivamente.

Os valores de massa molecular relativos a profilina apresentados (Figura 9 e tabela
6), foram de 14,6 kDa para Sal k 4 e de 14,3 kDa para Ole e 2, bastante semelhantes entre
si. Os valores de massa molecular quando comparados os valores descritos pela literatura,
sdo semelhantes o alergénio Sal k 4 (14,4 kDa) (Assarehzadegan et al., 2009), e para o
alergénio Ole e 2 (15 kDa) (Rodr1, 2012). Os valores apresentados sdo relativos a uma

Unica atividade, sendo estes obtidos com recurso ao procedimento descrito em 3.5.3.2.

Profilina
8] 5 .
15 kDa s Figura 9 - Imagem da membrana de Western blot com
identificacdo de profilina. A membrana foi incubada
com anti-profilina. O — Oliveira; S — Salsola (n=1).
10 kD2 e—

Tabela 6 - Valor de massa molecular obtido para a profilina em S. kali e O. europaea.

Espécie Alergénio Massa Molecular (kDa)
Oliveira Olee?2 14,3
Salsola Salk 4 14,6
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A polcalcina por sua vez pertence a familia das proteinas de ligacdo ao ido Ca?",
estando envolvida no controlo dos niveis de célcio intracelular e sdo, respetivamente, 0s
alergénios Ole e 3 e Sal k 7, de pdlen de oliveira e salsola (Cases et al., 2014). Um
procedimento similar foi aplicado novamente para os EPP de O. europaea e para a S. kali
mas, desta vez, de forma a caracterizar a polcalcina nas duas espécies (Ver se¢do 3.5.3.2.).
A figura 10 apresenta o resultado do blot, de forma a determinar a massa molecular da
polcalcina para as duas espécies e permite observar que possuem valores similares para
as duas espécies. Os valores de massa molecular calculados para a polcalcina da S. kali e
da O. europaea, estdo apresentados na tabela 7, sendo estes respetivamente 12,7 kDa e
12,6 kDa, relativos a uma atividade.

Polcalcina

o 5 Figura 10 - Imagem da membrana de Western blot com
15 kDa e identificacio de Profilina. A membrana de PVDF, sendo a

10 kDa membrana incubada com anti-polcalcina. (N=1).
L]

Tabela 7 - Valor de massa molecular obtido para polcalcina em S. kali e O. europaea.

Espécie Alergénio Massa Molecular (kDa)
Oliveira Olee3 12,6
Salsola Sal k7 12,7

Os valores descritos na literatura para a polcalcina Sal k 7 e Ole e 3 séo,
respetivamente, 8,5 kDa (Tehrani et al., 2010) e 9,5 kDa (Villalba & Salinas, 2006).
Quando comparados com os valores obtidos, é possivel observar que obtemos valores
com massa molecular cerca de 4 kDa mais elevada que nos valores descritos na literatura,
0 que pode estar relacionado com as condicdes experimentais de separacdo na SDS-
PAGE.

Contudo, como os perfis de IgE serdo determinados nas mesmas condi¢des
experimentais e utilizando o mesmo padrdo, os valores de massa molecular aqui
calculados poderdo servir-nos de referéncia interna na identificacdo destes alergénios nos

alergogramas a ser realizados.
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4.2. Estudo de alergogramas obtidos com pools de soros

Neste subcapitulo procurou analisar-se o perfil proteico com reconhecimento de
IgE (alergogramas) dos EPP de O. europaea e S. kali, utilizando pools de soros exibindo
sensibilizacdo distinta: pool de soros sensibilizados a O. europaea (IgE O* S™); pool de
soros sensibilizados a S. kali (IgE O S*); pool de soros sensibilizados a ambos 0s tipos
polinicos (IgE O* S*); pool de soros ndo sensibilizados, controlo negativo (IgE’), com IgE
total < limite de detecéo.

Foi realizado o estudo com o EPP de S. kali e O. europaea. O esquema da
membrana é apresentado na figura 11, que apresenta as diferentes bandas reconhecidas

para os diferentes soros.

a) b)
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Figura 11 - Imagem das membranas de Western blot, de EPP de S. kali (a) e O. europaea (b). Os
blots séo representativos de duas experiéncias independentes.

A andlise dos blots mostra que, a excecdo do soro controlo, em todas as outras
situacOes se detetaram proteinas do EPP de S. kali IgE-reativas. Os resultados da analise
das massas moleculares e das densidades das bandas imunorreativas esta apresentada na
Figura 12. A pool IgE O S* (Figura 12, barras vermelhas) permitiu detetar 13 bandas, das
quais as bandas com 55, 44, 25 e 22 kDa possuem maior densidade. E possivel observar

que para a pool IgE O" S (figura 12, barras azuis) se identificaram 11 bandas
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imunorreativas, compreendidas entre 83 e 11 kDa. Das 11 bandas reconhecidas,
destacam-se as bandas com 56, 44, 34 e 23 kDa, exibindo maior densidade. A incubacéo
com a pool de soros IgE O* S* permitiu reconhecer 15 bandas, e desta feita, as bandas que
tém maior densidade sdo as bandas com 74, 63, 51, 32, 21, 15 e 11 kDa, como é

apresentado na figura 12 (barras verdes).
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Figura 12 - Massas moleculares e densidades das bandas proteicas imunorreativas ao EPP de S.
kali. Representativo de N=2 experiéncias.

E de realcar que a banda compativel com Sal k 1, foi identificada pelos soros IgE
O S* (36,0+2,0 kDa) e IgE O S* (32,3 + 3,5 kDa), enquanto as bandas 44, 18 e 12 kDa
foram identificadas por todos o0s soros. Tendo em conta a massa molecular, estas bandas
poderdo corresponder aos alergénios Sal k 2, ao Sal k 5 (Ole e 1-like) e ao panalergénio
polcalcina (Sal k 7), respetivamente, em concordancia com os resultados anteriores (secao
4.1, tabela 7) e com a literatura. Para além destes, foi ainda possivel detetar o alergénio
Sal k 3 (banda de 81,8 + 0,85 kDa) pelo grupo IgE O° S*. A analise das bandas
imunomarcadas relativamente ao EPP de O. europaea esta apresentado na Figura 13.

Pode observar-se que a marcacdo com a pool de soros IgE O S™ permitiu detetar

14 bandas, compreendidas entre 10 a 86 kDa, das quais se destacam as bandas de 70, 25,
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19, 16 e 10 kDa, que apresentaram uma maior densidade, (barras a azul da Figura 13). As
bandas com 19,6 + 0,25 kDa, 16,5 + 0,22 kDa e 10,6 kDa podem estar relacionadas com
os alergénios Ole e 1, Ole e 5 e Ole e 6, respetivamente, em conformidade com os
resultados obtidos neste trabalho na secgéo 4.1, tabela 5 e com Arilla e colaboradores
(Arilla et al., 2010). Com a pool de soros IgE O* S*, foram detetadas 16 bandas, no
intervalo de 85 a 12 kDa, sendo as bandas de 68, 44, 36, 23, 20 e 12 kDa as de maior
densidade, como é possivel observar na Figura 13 (barras a verde) (Assarehzadegan et
al., 2009).

Na pool de soros IgE O S*, foram reconhecidas 11 bandas, com valores
compreendidos no intervalo de 91 a 13 kDa, das quais se destacam as bandas com 91, 71,
30 e 17 kDa, com uma maior densidade quando comparadas com as restantes bandas
(barras a vermelho da Figura 13).

E de realcar que a banda 19,6 + 0,25 kDa foi reconhecida pelos soros IgE O* S* e
IgE O*S", ambos positivos para O. europaea, e que as bandas 16,5 + 0,22 kDa e 10,6 kDa
foram reconhecidas por todos os soros. A pool de soros de controlo para o EPP de O.

europaea, ndo apresentou bandas (Figura 11 b).
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Figura 13 - Massas moleculares e densidades das bandas proteicas imunorreativas do EPP de O
.europaea. Representativo de N= 2 experiéncias.
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Os resultados atras apresentados sugerem a possibilidade de ocorrer reatividade
cruzada no reconhecimento de alergénios entre pélen de S. kali e O. europaea, em
particular o facto de ocorrer reconhecimento de bandas proteicas do EPP de O. europaea,

pelos soros IgE O°S* bem como pelo reconhecimento de bandas em EPP de S. kali pelos
soros IgE O S
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4.3. Estudo da reatividade cruzada entre O. europaea e S. kali

Neste capitulo foi realizado um estudo aos alergogramas individuais para os EPP
de O. europaea e S. kali acompanhado de um estudo de inibi¢cdo como forma de esclarecer
a reatividade cruzada entre as duas espécies de acordo com a se¢do 3.5.3.4. Serdo assim,
em primeira instancia, analisados os perfis de IgE especifica de individuos com
sensibilizacdo a O. europaea e/ou S. kali, seguindo-se o estudo da inibi¢do, em que o0s
soros dos individuos sdo previamente incubados com EPP de uma das espécies, de forma
a imobilizar e retirar as IgE especificas para essa espécie (a que se designou soros inibidos
— 1), e posteriormente utilizados para detetar os alergenios. Estes serdo comparados com

os alergogramas obtidos utilizando soros ndo inibidos (NI).

Este procedimento foi realizado quer para os alergogramas relativos a O.
europaea, com pré-incubacdo dos soros com EPP de S. kali, quer para alergogramas
relativos a S. kali, inibindo os soros com EPP de O. europaea (Ver secéo 3.5.3.3). De
referir que os pacientes 4, 6, 7 e 8 pertencem ao grupo IgE O'S*, os pacientes 11, 12, 14
e 16 pertencem ao grupo IgE O*S", enquanto que os pacientes 1,2, 3 e 5 pertencem ao

grupo IgE O*S* (ver métodos, se¢do 3.2, tabela 4).

Na figura 14 séo apresentados os alergogramas NI e | obtidos para EPP de S. kali,
enquanto que na tabela 8 é apresentada uma analise descritiva das bandas reconhecidas

por cada individuo nos diferentes soros.
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Figura 14 - Imagem dos alergogramas individuais obtidos para S. kali. Em Ini. apresentam-se
resultados para os soros ndo inibidos (-) e previamente inibidos com EPP de O. europaea (+). A

A tabela 8 mostra as bandas reconhecidas por cada individuo (+) permitindo

primeira lane mostra o padréo de massas moleculares.

identificar aquelas que foram reconhecidas maioritariamente em cada grupo.

Tabela 8 - Analise descritiva dos alergogramas. Individuais a EPP de S. kali.
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*1Ole e 1 -like;

*2 profilina; *3polcalcina (segundo os dados obtidos na seccdo 4.1)
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Em primeira instancia observou-se que as bandas 73,2+3,7 kDa, 62,8+4,1 kDa e
40,5+2,1 kDa foram maioritariamente reconhecidas pelos 3 grupos (Tabela 8). Um tipo
similar de analise foi realizado para os grupos com IgE positiva para S. kali (IgE O S*e
IgE O S%), sendo apenas 1 banda, 11,9+1,0 kDa, seletivamente reconhecida pelos dois
grupos, enquanto as bandas de 56,8+4,0 kDa, 48,6+4,7 kDa e 22,0+1,0 kDa foram
reconhecidas pelos grupos sensibilizados a O. europaea, IgE O" Se IgE O* S*, (Tabela
8).

De seguida as diversas bandas detetadas foram sujeitas a analise da sua densidade
(em percentagem); cujos resultados estdo apresentados na figura 15. A figura mostra que
para o grupo IgE O'S*, as bandas mais intensas, foram as de massa molecular 73,2+3,7;
62,5+4,1; 56,8+4,0; 48,6+4,7; 40,5+2,1 e 11,9+1,0 kDa, no grupo IgE O*S* destacaram-
se as bandas de 62,5+4,1; 56,8+4,0; 40,5+2,1 e 22,0+1,0 kDa enquanto no grupo IgE O*S"
ndo existem bandas que se destaquem, pois todas elas apresentam uma densidade em

média similar e compreendida entre 2 e 7 % (Figura 15).
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Figura 15 - Densidade das bandas reconhecidas em EPP de S. kali. Resultados obtidos de 2
experiéncias independentes.

Das bandas referenciadas, algumas podem corresponder a alergénios conhecidos,
nomeadamente o Sal k 1 que pode ser associado a banda de 40,5 + 2,1 kDa (Tehrani et
al., 2010), o Sal k 3 pode ser associado a banda 48,6 + 4,7 kDa (Assarehzadegan et al.,
2011), o Sal k 4 que € conhecido como profilina da S. kali , de massa molecular 14,4+0,6
kDa (Ver secdo 4.1, tabela 6, deste trabalho; (Arilla et al., 2010)), enquanto que a banda
17,7+£1,1kDa correspondera ao Sal k 5 (ou Ole e 1-like como referido ao longo do
trabalho), massa molecular confirmada neste trabalho (Ver secdo 4.1, tabela 5;

(Assarehzadegan et al., 2009)); também a banda de massa molecular 11,9+1,0 kDa foi
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possivel associar ao alergénio Sal k 7, polcalcina da S. kali, cuja massa, confirmada neste
trabalho em 12,7 kDa, se encontra dentro do intervalo de confianca correspondente a
massa obtida nos alergogramas (Ver se¢éo 4.1, tabela 7; (Pereira et al., 2006)).

Apresentam-se na tabela 9 as percentagens de inibicdo das diferentes bandas
proteicas para cada individuo, de forma a avaliar a existéncia de reatividade cruzada entre
as duas espécies. Considerou-se que apenas valores de inibicdo superiores a 20% sao
relevantes. No geral observou-se inibicdo em diversas bandas nos alergogramas
individuais.

Tabela 9 - Percentagens de reducéo da densidade das bandas (inibicéo) de S. kali, reconhecidas por
cada um dos soros, apds tratamento destes com EPP de O. europaea.

IgE O'S* IgE O'S’ IgE O*S*

MM (kDa) 4 | 7] 86 |11]12]14a]16| 1] 2]37]T-s
73,243,7 0 2 | o 10| 3] 0] 7o 0 | 100
62,8+4,1 2 [14a] 5 [ o0 100 | © 1 | o] o] o] 30
56,8+4,0 100 | 100 100/ o | o [100[30 | o | 1
48,614,7 7 | o 10 o | 3 100 | ©

40,5+2,1* 100|100 5 | o [ 0o | 0o | & 2 [ 24 ] 0o ] o | 3
34,0£1,0 2 24 [ 0o | o 10
31,0+1,7 0 100 100 | 100 21
26,041,5 10 100 100 | 20 | 23
22,0+1,0 100 | 100 | 15 43 [ 100 | 0

17,741,1%2 23 | 100 0 10 7 | o 0

14,4%0,6 *3 100 | 100 0 0 [41] o0

11,9+1,0** 80 4 | 100 0] o 100 | 33 | ©
10,540,8 0 100 100 100
9,240,9 24 | 100 100 100

*1Sal k 1/ Sal k 2; *2Ole e 1-like; *3profilina; **polcalcina (segundo os dados obtidos na secgdo 4.1);

Os pan-alergénios ja identificados neste trabalho (Ver secdo 4.1), bem como o

alergénio major da S. kali (Sal k 1), foram analisados mais detalhadamente.

Comecando pela banda de 40,5+2,1 kDa, que podera ser associada ao Sal k 1,
observou-se inibicdo em 3/8 casos dos grupos sensibilizados a salsola, tendo 2 destes
ocorrido no grupo IgE O'S™; ndo se observou inibicdo no grupo IgE O*S". Estes resultados,
sugerem que existem proteinas nesta banda que podem originar reatividade cruzada na

medida em que IgE especifica para salsola pode ter sido removida pelo extrato de oliveira.
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O facto de nao se ter observado inibicdo no grupo IgE O*S sugere a ocorréncia de imuno-
reconhecimento de epitopos no blot que podem ndo estar disponiveis nas proteinas
nativas, justificando o facto de serem detetadas por este grupo mas néo inibidas pelo EPP

de oliveira.

No caso do Sal k 5 (Ole e 1-like), observou-se reconhecimento por 7 individuos
distribuidos entre os 3 grupos, tendo-se observado inibigdo em 3 casos, 2 no grupo IgE
O'S* e 1no IgE O'S"; também neste caso o0s resultados sugerem reatividade cruzada em
cerca de metade dos individuos. Mais uma vez, o grupo IgE O*S" revela reconhecimento
de proteinas nesta banda que ndo foi inibida pelo EPP de oliveira; uma vez que podem
encontrar-se multiplas proteinas nesta banda, pode acontecer que estejam a ser marcadas
outras proteinas no blot para além de Sal k 5, por estes individuos sensibilizados a oliveira
cujos IgE nao foram removidos pelos EPP de oliveira e cuja identificacdo ndo é possivel

nesta experiéncia.

Estas observacgdes repetiram-se para a profilina (Sal k 4) e para a polcalcina (Sal
k 7), em que também se observou inibicdo em metade dos casos. De realcar que neste
caso estas proteinas foram maioritariamente reconhecidas pelos individuos sensibilizados
a salsola ou a ambos os tipos polinicos e minoritariamente pelos individuos sensibilizados
apenas a oliveira. Estes dados sugerem também a possibilidade de ocorréncia de
reatividade cruzada entre as profilinas e as polcalcinas das duas espécies, como sugere a
literatura pela elevada homologia que se conhece nestas familias de proteinas (Landa-
pineda et al., 2013)

Em suma, os soros com IgE especifica apenas para S. kali, reconheceram diversas
bandas o que revela a presenca de reatividade cruzada entre as espécies, como ja
indiciavam os estudos anteriormente realizados com as pools de soros e confirmada com
os resultados de inibicdo pelo EPP de oliveira.

Os resultados que se seguem mostram os valores obtidos em blots de EPP de O.
europaea inibidos e ndo inibidos com EPP de S. kali. A figura 16 mostra os alergogramas

individuais obtidos e a tabela 10 resume uma andlise descritiva dos mesmos.
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Na figura 16 é possivel observar a presenca de duas bandas proximas, no intervalo
de 75 a 50 kDa, presente em todos os soros com IgE positivos para O. europaea (IgE O*
S e lge O* S).

MM (kDz|

IM M II ‘

Figura 16 - Imagem dos alergogramas individuais obtidos para O. europaea. Em Ini. apresentam-se
resultados para os soros ndo inibidos (-) e previamente inibidos com EPP de S. kali (+). A primeira
lane mostra o padrdo de massas moleculares.

A andlise das bandas maioritariamente detetadas, estdo apresentadas na tabela 10.
Em primeiro lugar observou-se que as bandas 61,7£3,9 e 55,5+3,2 kDa foram
maioritariamente reconhecidas pelos 3 grupos. A banda de 71,6+4,3 kDa e a banda
39,4+2,0 kDa foi reconhecida apenas pelos grupos sensibilizados a O. europaea. Os
grupos com IgE positiva para S. kali (IgE O'S™ e IgE O*S") reconhecem maioritariamente

a banda com massa molecular 27,0+£0,9 kDa (tabela 10).
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Tabela 10 - Anélise descritiva dos alergogramas. Individuais a EPP de O. europaea.

IgE O'S*

IgE O*S

IgE O*S*

MM (kDa)

7 8

14

N
w

91,24+2,4

+

+
1

81,0+3,7

71,614,3

61,713,9

55,5%3,2

49,913,2

42,7+0,7

+ |+ |+ |+ |+

39,41+2,0

37,1%0,8

33,510,7

+ |+

30,210,6

27,0%0,9

+
1

23,410,6

+

21,5+1,0

19,440,9

+
1

17,5+0,6™

15,610,4

+ |+ |+

13,8+0,5°2

+ |+

+ 4|+ [+ |+

12,240,273

=+

N R INRFRINRN W O[O |o|lRr|INVw dlo|lolol2

F [+ || F [+ ][+ |||+ + |+ [+]+]|+

+

10,510,7

1

+

+

NFRINNINNOIWIR|IRPIN R W OINRDWIN N2

+
1

RPININBARPRWININDNERPBEARDNRERINW RPN 2

*1 QOle e 1; *2 profilina; *3polcalcina (segundo os dados obtidos na seccio 4.1)
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Figura 17 - Densidade das bandas reconhecidas em EPP de O. europaea. Resultados obtidos de 2
experiéncias independentes.

Algumas das bandas identificadas apresentam massas moleculares
correspondentes a alergénios major descritos em polen de O. euroapaea bem como de
alguns pan-alergenios conhecidos. Comecando pelo alergénio major Ole e 1 que possui
uma massa molecular de 18,06£0,11 kDa, identificado anteriormente neste trabalho (Ver
secdo 4.1) e (Cases et al., 2014) a qual por sua vez podera ser relacionada com a banda
de 17,5+0,6 kDa. O Ole e 2, a profilina, foi identificado com uma massa de 14,3 kDa (Ver
secdo 4.1, tabela 6 e (Landa-pineda et al., 2013)), que por sua vez pode estar relacionado

com a banda de 13,8+0,5 kDa, 0 Ole e 3 (polcalcina) apresentou uma massa de 12,6 kDa
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(Ver secdo 4.1, tabela 7 e (Boluda et al., 1999)) pode estar relacionada com a banda de
12,2+0,2 kDa. Para além destes foi também possivel identificar algumas bandas com
massas moleculares, nomeadamente, compativeis com os alergénios Ole e 4 (33,5£0,7
kDa), Ole e 5 (15,6+0,4 kDa) (Scala et al., 2014), Ole e 8 (21,5£1,0 kDa) (Cases et al.,
2014), Ole e 11 (39,4+2,0 kDa), Ole e 13 (23,4+0,6 kDa) (Castro et al., 2014) e Ole e
14 (49,9+3,2 kDa) (Mas et al., 2017).

Em seguida, e como anteriormente, foi calculada a percentagem de inibicdo para
as diversas bandas de O. europaea detetadas, apds inibicdo dos soros com EPP de S. kali.
As percentagens de inibicdo das bandas para os diferentes soros estdo apresentadas na
tabela 11.

Tabela 11 - Percentagens de reducdo da densidade das bandas (inibi¢céo) de O. europaea,
reconhecidas por cada um dos soros, apés tratamento destes com EPP de S. kali.

IgE O- S+ IgE O+ S- IgE O+ S+
MM (kDa) 4 7 8 6 11 12 14 16 1 2 3 5
71,614,3 0 1 100 1 0 100 | 100
61,713,9 8 2 6 3 0 1 0 1 1 6 56 5
55,513,2 1 0 0 0 100 0 0 0 0 100 0
49,9+3,2 0 0 9 5 3 100 | 100
42,7+0,7 7 100 | 100
39,412,0 28 100 13 9
37,110,8 0 100 0 100
33,510,7 100 0 0 0 6 7
30,210,6 26 100
27,0%0,9 100 | 100 | 100 | 100 0 6
23,410,6 100 9 100 | 100 100 0 100
21,5%1,0 0 8 100
19,4+0,9 0 100 3 0 5 0 100
17,5+0,6*" 100 | 100 100 0 17 0 9
15,6+0,4 100 5 100 100 | 100 | 100 12 8
13,8+0,5*2 0 0 100 100 | 100
12,2+0,2*° 100 0 100 7 100
10,5+0,7 0 0 0 0

*1 QOle e 1; *2 profilina; *®polcalcina (segundo os dados obtidos na seccdo 4.1)

Tal como anteriormente foi realizado, concentramo-nos na analise da inibicdo do
alergénio major Ole e 1, pelo facto da salsola expressar alergénios homologos Ole e 1-
like, e dos pan-alergénios profilina e polcalcina, cujas massas foram determinados em

condicOes experimentais similares na sec¢éo 4.1.
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Comecando pelo Ole e 1 este apresentou detecdo em 7 casos, foi inibido em 3
casos, sugerindo reatividade cruzada entre as duas espécies em quase metade dos casos
(Tabela 11). De seguida foi analisada a profilina (Ole e 2, com massa de 13,8 kDa), esta
banda apresentou inibicdo total na maioria dos casos (3 em 5 casos), por fim 0 mesmo se
seguiu para a polcalcina (Ole e 3, com massa 12,2 kDa), nos quais também apresentou
inibicdo total em 3 dos 5 casos registados, sugerindo a existéncias de reatividade cruzada

entre as espécies em estudo.

Em suma, através da analise das bandas reconhecidas por cada paciente nos
diferentes extratos e da inibicdo presente em cada uma das bandas para os diferentes
individuos, foi possivel averiguar que existe uma grande possibilidade de haver
reatividade cruzada quando um individuo alérgico a O. europaea é exposto a S. kali, e

vice-versa.
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5. Conclusdes

O conjunto de resultados apresentados ao longo dos capitulos 4.1, 4.2 e 4.3 permitiu
determinar a massa de alguns alergénios, nomeadamente, o Ole e 1 e Ole e 1-like, das
profilinas e das polcalcinas de O. europaea e S. kali, dados muito Uteis que permitiram
proceder a identificacdo destes alergénios nos alergogramas, diminuindo a ambiguidade
associada a identificacdo levada a cabo pelos métodos apresentados.

Além disso, permitiu ainda esclarecer os alergogramas de grupos com sensibiliza¢do
diferente e detetar a existéncia de reatividade cruzada entre diversos alergénios destas
espécies, aspeto de grande relevancia na medida em que pode provocar reacdo alérgica
em individuos ndo sensibilizados para uma dada espécie, 0 que pode explicar o
aparecimento de alergias ou sintomas de polinose fora da época polinica das espécies para

as quais tém sensibilizacdo conhecida.

Este estudo contribui, assim, para esclarecer padrfes complexos de resposta
alérgica em individuos com sensibilizacéo para S. kali e/ou O. europaea, 0 que por sua
vez pode contribuir para refinar o diagnostico clinico, permitir aos clinicos melhor
aconselhar os seus doentes alérgicos e ajustar a medicacdo de acordo os calendarios
polinicos em causa. Em suma, os resultados expressos neste trabalho podem vir a
contribuir para melhorar a gestdo da polinose em alérgicos a S. kali e/ou O. europaea e,

assim, contribuir para melhorar a sua qualidade de vida.
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Anexos

Anexo |

a) Material/Equipamento e Reagentes

e Material descartavel

e Pincas

e Vidros de 0,75 mm de espessura Bio-Rad
e Tubos de Falcone 50 e 15 mL

e Pipetas de Pasteur

e Filtros de papel

e Baldes Volumétricos de 5mL, 10 mL, 20 mL, 50 mL, 100 mL e 1000 mL
e Placas de 96 pogos

e Pipetas Volumétricas

e Cémara de SDS-PAGE

e Membranas PDVF

e Fibras

e Conjunto de Western-Blotting

e Pompete

e Aliquotas de diversos volumes

e Vortex Labinco L46

e Centrifugadora Hermle Z323K

e Potenciémetro pH Hanna instruments

e Balanca Mettler HK 160

e Leitor de microplacas
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e Micropipetas P10, P100, P200, P1000 e P5000 com respetivas pontas
o Gobelets

e Esguicho

b) Soluges utilizadas

- SDS 10%

Foi dissolvido 10 gramas de SDS em 90 mililitros de 4gua, com agitacdo suave.
Foi perfeito até 100 mililitros, sendo guardado a temperatura ambiente até 6 meses.

- Acrilamida/Bis (Para 300 mililitros)

Foram adicionado num copo 87,6 gramas de Acrilamida ¢ 2,4 gramas e N’-N’-
bis-metileno-acrilamida com 300 mililitros, sendo em seguido a solucdo sujeita a

filtracdo. Posteriormente foi armazenada a 4 graus Celcius.

- Tris-HCL 1,5 MM

Foram dissolvidas 18,15 gramas de Tris-HCL 1,5 MM em 60 mililitros de agua
destilada, o pH foi ajustado a 8,8. O volume foi perfeito até 100 mililitros, sendo em

seguida a solucdo armazenada a 4 graus Celcius.

-Tris-HCL 0,5 MM

Foram dissolvidas 6 gramas em 60 mililitros de 4gua destiladOa, o pH foi ajustado
a 8,8. Em seguida o volume foi perfeito até 100 mililitros, sendo a solucdo armazenada a

4 graus Celcius.
- APS 10%

Foi pesado 0,025 gramas de APS, as quais foi adicionado 250 microlitros de agua

destilada. Apds esta adicao, a solucdo foi agitada no vortex.
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-TBS

Foram misturadas 30,8 gramas de Tris com 87,66 gramas de NaCl, com um
volume de 100 mililitros de agua destilada.

- TBS-T (1 Litro)

Foram utilizados 100 mililitros de TBS, aos quais foi adicionada Agua destilada
até perfazer um volume de 1000 mililitros, sendo em seguida adicionado 1 mililitro de
Tween 20.
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Anexo |1
Tabela 12 - Caracterizacdo da populagdo em estudo.
IgEOlea g Ole E1 IgE Salsola IgE Sal K1 PAPULAOLVE  pAPULA SALSOLA
i POLEN IGETOTAL(UmL) (Uml)  KUW)  (Uml)  (U/m) IgECheno  FANALT FNAC A0 () ) PAACKNO[m) TR
SALSOLA +0LIVO
deazarl 045 378 20 1850 06 20800 030y 0y/ta0n bud 846 7 gt gt
dazar) 04 23 615 58T 188 33 /09200 Bjoy1ss 1806006 1249 Tl 94 0
deary 045 %) 59 60 249 009 60720 2305/185 17082010 i 646 63 0
doamars 045 1082 Y BJs01 3266 05/05/2010 76 7 1048 panig
SALSOLA
daard § 67 02 009 18 456 2008 0Yosss  17/02/200 5 G 43 0
deaare S %3 043 0 4198 59 2M0018  26/08/1983  29/09/2018 0 80 0 panego
daar? S 159 00t 0 W8 ol 02018 05061978 20/04/2018 0 14110 514 0
dearg 654 001 0 05 001 008 N0 2310018 0 [ [ 0
0Lvo

ligustrum, Dt farinae, Dt
dartl 0 87 2 43 0 U0 05/ 0300 10 0 0 e, i, o
daarl) 0 2169 0% 059 0% 0 006 L4 20398 18/02/2015 0 0 0 0
daartd 0 35 0 0% 0% 0000 4 0 0 0
darts 0 1 B 1§ 08 024 29008201 27041848 22/11/2083 T 0 0 0
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