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RESUMO

Caracterizagao de padroes de reatividade cruzada de espécies alergologicamente relevantes no

Alentejo, com gramineas

Os polenes de platano (Platanus hybrida) e azinheira (Quercus rotundifolia) s&o dos mais prevalentes no
Alentejo, porém, desconhece-se o seu perfil alergoldgico. O objetivo deste trabalho consistiu em caracterizar a
sensibilizag&o de uma populagéo de jovens universitarios a polen de gramineas (Dactylis glomerata), azinheira

e platano e avaliar padrdes de reatividade cruzada.

Aplicou-se uma escala para avaliar a prevaléncia de polinose. A sensibilizagao foi avaliada por EAST e o
perfil em alergénios e reatividade cruzada por Immunoblotting. Os resultados sugerem que 36% dos individuos
apresentam sintomatologia alérgica na estagéo polinica. Estes apresentaram sensibilizagao a pelos menos um
tipo polinico, sendo a prevaléncia a gramineas, azinheira e platano ~45%, ~30% e ~29%, respetivamente.

Registou-se reatividade cruzada de azinheira e de platano com gramineas.

Estes resultados sugerem que a sensibilizagdo a azinheira e platano pode contribuir para o agravamento

dos sintomas registados no inicio da primavera nesta regiéo.



ABSTRACT

Characterization of cross-reactivity patterns of allergologically relevant species in Alentejo, with

grasses

Planetree (Platanus hybrida) and holm oak (Quercus rotundifolia) pollens are among the most prevalent in
Alentejo, however their allergenic profiles are yet poorly characterized. The objective of this work was to
characterize the sensitization of a university student population to grass (Dactylis Glomerata), holm oak and

planetree pollen and evaluate their cross-reactivity patterns.

A scale was applied to evaluate the prevalence of pollinosis. Sensitization was assessed by EAST and the
allergen profiles and cross-reactivity were analysed by Immunoblotting. The results suggest that 36% of the
individuals presented allergic symptoms during the pollen season. This population was sensitized to at least one
pollen type; sensitization prevalence to grasses, holm oak and planetree was ~45%, ~30% and ~29%,

respectively. Holm oak and planetree have shown cross-reactivity with grasses.

These results suggest that sensitization to holm oak and planetree might contribute to worsen allergy clinical

signs on the early spring in this region.



1. FUNDAMENTOS TEORICOS
1.1.A Alergia

O termo ¢ " surgiu em 1906 descrevendo uma “reatividade especifica alterada do organismo”. Hoje
em dia define-se a alergia como uma hipersensibilidade imunolégica que pode levar a uma variedade de
diferentes patologias, com diferentes etiologias e, portanto, podem existir diferentes abordagens no diagnéstico,
terapia e prevencéo (Ring, 2014). A alergia ndo € pois, em si, uma patologia, mas sim um mecanismo que pode

desencadear patologias.

A alegria consiste numa reagao exagerada do sistema imunitario contra a uma substéncia, inofensiva para
a populagao em geral, o alergénio. Os mecanismos imunoldgicos protetores podem muitas vezes causar efeitos
prejudiciais ao hospedeiro. A exposic¢do subsequente de um individuo sensibilizado ao mesmo alergénio conduz
a uma resposta imunitaria. Esta reagdo exagerada geralmente ocorre minutos apds o contato com estes
alergénios, tratando-se assim de uma reagao de hipersensibilidade imediata ou de tipo | de acordo com a
classificagdo de Gell e Coombs (Tabela 1). Na maior parte dos casos, esta reacéo resulta de uma produgao
aumentada da IgE que é especifica para este alergénio. Existem casos em que a alergia também pode ser

mediada por IgG, sendo esta reagdo menos frequente (Barata, 2007; O’Connor & Nichol, 2015; Ring, 2014).

As alergias podem ser vistas em quase todos os érgéos. No entanto, s&o a pele e as membranas mucosas
que estdo mais envolvidas, visto estas representarem a fronteira entre o individuo e o seu meio ambiente. A
alergia muitas vezes comega nos primeiros trés meses de vida e € muito raro aparecer ao nascimento, mesmo
que exista uma forte origem genética. A alergia, em alguns casos, néo persiste durante toda a vida; alguns
individuos deixam de sofrer desta hipersensibilidade espontaneamente. Contudo, muitas das doengas alérgicas

tém um curso cronico (Ring, 2014).

Classificagao de hipersensibilidade de Gell e Coombs [adaptado de (O’Connor & Nichol, 2015)]

Mediada por IgE com libertacdo de Ex: anafilaxia, rinoconjuntivite
histamina dos mastdcitos e basofilos alérgica

Ex: anemia hemolitica
induzida por drogas,
Sindrome de Goodpasture

Tipo| | Imediata

Mediada por IgE ou IgM com fixagdo

Tipo Il | Citotéxica subsequente do complemento

Complexos anticorpo-antigénio
Tipo lll | Imunocomplexos | depositados nas imediagdes das paredes
vasculares

Ex: doenca do soro, artrite
reumatoide

Ex: Dermatite de contato por
Tipo IV | Retardada Mediada por células T hera venenosa, rejeicao
cronica ao transplante




1.1.1. Componentes do sistema imunitario envolvidos na
hipersensibilidade do tipo |

O sistema imunitario € composto por sistema inato e sistema adaptativo. A aumenta a
protecdo oferecida pelas barreiras anatomicas e fisiologicas e depende de um repertério limitado de recetores
para detetar patogénios invasores (Turvey & Broide, 2010). Esta desempenha um papel central na ativagéo da
resposta imunitaria adquirida subsequente. A € capaz de reconhecer e eliminar
seletivamente microrganismos e moléculas estranhas ao individuo, ou seja, antigénios (Kindt, Goldsby, &
Osborne, 2007c). A caracteristica da imunidade adquirida é o uso de recetores especificos a antigénios nos
linfocitos T e B e utiliza duas respostas principais: a resposta humoral, mediada pelos linfocitos B, e a resposta
celular, mediada pelos linfocitos T (Cota & Midwinter, 2015; Parkin, J. and Cohen, 2001).

A hipersensibilidade do tipo I, mediada por anticorpos do tipo IgE é uma reagdo do sistema imunitario
adquirida e envolve tanto uma resposta humoral como uma resposta celular. As principais células envolvidas
neste tipo de reagcdo sé@o as células apresentadoras de antigénio (APC), nomeadamente os linfécitos, os
macrofagos e as células dendriticas, e os basdfilos e os mastocitos. Os componentes moleculares também

envolvidos na nesta reagéo, sdo a IgE, o recetor de alta afinidade (FceRI) e algumas interleucinas.

Células envolvidas na hipersensibilidade do tipo |

Os ocupam um papel central no sistema imunoldgico, uma vez que conferem especificidade nas
respostas imunolégicas (Cardoso, 2007). Estes sdo as Unicas células que produzem recetores distribuidos por
clonagem especificos para diversos antigénios (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2016). Os linfécitos podem ser
divididos em trés populagbes maioritarias baseadas na fungao e nos componentes membranares da célula. Os

linfocitos B e as células Th2 e Th17 s&o os que estao envolvidos na reagao alérgica.

As (células B ativadas) envolvidas na hipersensibilidade do tipo | sdo
os macroéfagos e as células dendriticas. Os macréfagos séo ativados por uma variedade de estimulos no curso
de uma resposta imunitdria (Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007a). As células dendriticas sé@o células

especializadas em captar antigénios e estimular os linfocitos T (Cardoso, 2007).

Os tém uma importéncia semelhante nas reacdes alérgicas, pois possuem granulos
citoplasmaticos com histamina. Os mastécitos apenas povoam os tecidos. Ambos possuem os recetores de alta
afinidade (Cardoso, 2007; Kindt et al., 2007a).



Componentes moleculares envolvidos na hipersensibilidade do tipo |

A lgE (Figura 1) é uma proteina plasmatica vestigial no soro humano de individuos desparasitados e é a
imunoglobulina com menor tempo de semivida. E a imunoglobulina associada a reagdes de hipersensibilidade,
nomeadamente as reacbes alérgicas. A IgE liga-se com alta afinidade ao recetor FceRl, expresso nos

mastacitos, basofilos, células de Langerhans e eosindfilos (Schroeder et al., 2010; Turgeon, 2014).

——— Antigen Binding
Sit

Fab e
Region ~_Variable
Domain

Light
Chain

Disulphide
Constant  Bridge

Fc Region Domains

Heavy Internal
Chain Disulphide
Bridges

Figura 1: Estrutura da Imunoglobulina E (retirado de wikipedia.org[])

As interleucinas, também referidas como citocinas, sdo segregadas por alguns leucdcitos e também podem
atuar em alguns deles. Ja foram descobertas 29 interleucinas, sendo a IL-4, IL-5 e IL-13 as que participam na

reacao de hipersensibilidade do tipo I.

O complexo major de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) é constituido por glicoproteinas
polimérficas encontradas nas membranas celulares. Este complexo é expresso pelos linfocitos B, pelos

macrofagos e pelas células dendriticas (Arosa, 2007; Kindt, Goldsby, 2007b).



1.1.2. Fases de desenvolvimento da reacao alérgica

Podem identificar-se duas fases distintas na reagéo alérgica: a fase de sensibiliza¢do e a fase efetora ou de

contato secundario.

Na fase de sensibilizacao (Figura 2A) o antigénio, ao contatar a mucosa respiratoria ou oral, vai ser
endocitado por células apresentadoras de antigénio (APC), particularmente os macréfagos e as células
dendriticas. Estas células tém a capacidade de migrar para os ganglios linfaticos drenantes e para zonas de
tecido linfoide ligado as mucosas. Nos ganglios linfonodos, as APC véo apresentar os péptidos hidrolisados na
via de apresentacao antigénica endossdmica, a superficie celular ligados ao MHC II. As células T CD4+ (Th 2)
com especificidade para esses péptidos vao reconhecé-los. Como resultado desta interacdo, estas vao ser
ativadas, proliferar e iniciar a produgéo de citocinas, particularmente a IL-4 e a IL-13 (Barata, 2007). AlL-4 e a
IL-13 induzem a mudanga da classe das células B, para produgédo da cadeia pesada ¢ da imunoglobulina e a
consequente producao de anticorpos IgE alergénio-especificos (Akdis, 2014). As moléculas de IgE séo libertadas
para a circulagéo e ligam-se aos recetores de alta afinidade (FceRl), que sdo expressos na membrana plasmatica
dos mastocitos e baséfilos (Kindt, Goldsby, 2007a). A IL-5 promove a ativagao e geragao dos eosindfilos (Kindt,
Goldsby, & Osborne, 2007b). Assim, com a producao de IgE especifica e com o recrutamento de eosindfilos e

linfocitos T, conclui-se a fase de sensibilizagdo (Barata, 2007).

A fase efetora (Figura 2B), ou de contato secundario, consiste no desenvolvimento de células de meméria
T e B e de fungdes efetoras relacionadas com a inflamagéo tecidular. Quando existe um novo contato com o
alergénio, este causa uma ligagao cruzada dos complexos IgE-FceRI nos mastocitos e nos baséfilos, pois ja
existe uma percentagem elevada de moléculas de IgE especificas na superficie dos mesmos e ocorre a ligagéo
de duas ou mais moléculas de IgE adjacentes a determinantes antigénicos presentes nos alergénios. Os
mastdcitos e os basofilos séo posteriormente ativados, ocorrendo a sua desgranulagéo e, subsequentemente, a
libertagcdo de mediadores anafilatogénicos, responsaveis pela reagao de hipersensibilidade imediata. De entre
estes mediadores destacam-se a histamina, a triptase, derivados do &cido araquidonico e varias citocinas (Akdis,
2014; Barata, 2007). Os derivados do &cido araquidonico dentro da membrana lipidica incluem leucotrienos
sulfidopeptidicos, fatores ativadores de plaquetas e prostaglandina D, (Shamji & Durham, 2017). Por outro lado
as células B vdo assumindo fungdes de apresentagéo antigénica a linfocitos T CD4+, nas quais os macréfagos

e 0s monacitos conseguem fazer uma endocitose rapida de antigénios ligados a IgE (Barata, 2007).



J,
TSLP, IL-25, IL-33,
ccL2, cCL20 @ -
= Eosinophils
e
: ; S

CCL17 ..
CcCL2

A B

Allergen-specific IgE

Figura 2: Mecanismo da inflamacg&o alérgica: sumario da resposta inflamatéria do desencadeamento inicial da
sensibilizagéo alérgica e inflamagao alérgica apds exposicdo subsequente a alergénios inalados. A, fase de

sensibilizacéo; B, fase efetora (retirado de (Shamji & Durham, 2017)).

Legenda da figura:

A Lack of IFN-y (Falta de IFN-y); IL (Interleucina), IgE synthesis (Sintese de IgE), Basophil (Bastfilo), TSLP

(Linfopoetina estromal timica), CC (Quimiocina)

B Eosiniphils (Eosindfilo), Allergen presentation (apresentacdo do alergénio), Hystamine (Histamina), Tryptase

(Triptase), Plasma cell (Célula plasmatica), Allergen-specific IgE (IgE especifica do alergénio)



1.1.3. Alergeénios

Os sdo antigénios que sdo reconhecidos pelos anticorpos IgE especificos, podendo induzir
sintomatologia alérgica. Eles podem ter origem biolégica diversificada: animais, insetos, acaros, plantas ou
fungos. Os alergénios podem ser classificados como alergénios interiores ou exteriores. Os alergénios interiores
sao principalmente provenientes dos acaros do pd doméstico e dos animais de estimagéo (pelo de gato e cao),
baratas, bolores, plantas e roedores. Os alergénios exteriores s&o principalmente provenientes de plantas,

fungos, bolores e leveduras (Baldacci et al., 2015).

Os alergénios que sdo transportados por via aérea sdo designados de aeroalergénios. A maior parte dos
aeroalergénios deriva do pdlen (Behrendt & Becker, 2001). Uma vez que as particulas tenham sido langadas no
ar, a sua concentragao diminui com o aumento da distancia do ponto de emissdo. A disperséo das particulas é
dependente do movimento de massa de ar, turbuléncia e convecgao térmica, seguindo todas as leis fisicas que

se aplicam as particulas atmosféricas (Baldacci et al., 2015).

Os alergénios que desencadeiam as alergias por hipersensibilidade do tipo | sdo maioritariamente proteinas
ou glicoproteinas e constituem menos de 2% de todas as familias de proteinas conhecidas. Isto parece implicar
que as similaridades moleculares entre as proteinas alergénicas e a comparagdo dos membros alergénicos e

nao alergénicos da mesma familia de proteinas podem explicar o que determina a alergenicidade.

A estrutura primaria (sequéncia de aminoacidos) de uma proteina permite prever as suas propriedades fisico-
quimicas, como o seu peso molecular, ponto isoelétrico, hidrofobicidade e estabilidade. Analises computacionais
dos alergénios “major’ mostraram que eles séo relativamente pequenos (<70 kDa), possuem proteinas
carregadas negativamente com baixa hidrofobicidade e alta estabilidade. Adicionalmente, as glicosilagdes, ou a
presenca de ligagdes dissulfureto, podem aumentar a estabilidade e a biodisponibilidade dos alergénios. Os
progressos em biologia estrutural e bioinformatica tém providenciado informagédo detalhada sobre as estruturas
secundaria e terciaria de mais de 200 alergénios. A grande maioria dos alergénios podem ser agrupados em 4
familias estruturais de acordo com o seu enrolamento. A estrutura quaternaria de alergénios oligomeros
influencia a alergenicidade, por facilitar a ligagdo ao IgE-recetor, aumentando a estabilidade do alergénio e
resultando na formacao de epitopos adicionais. No entanto, mesmo com estas evidéncias, a alergenicidade ndo
pode ser determinada com base nos dados estruturais (Traidl-Hoffmann, Jakob, & Behrendt, 2009).

Um grande numero de alergénios tem fungdes bioldgicas intrinsecas conhecidas. Eles atuam como
proteases, pectato liases, inibidores de tripsina, proteinas ligadas a calcio, etc. Algumas destas atividades podem
contribuir para a alergenicidade através da distribui¢ao do alergénio no tecido por digestao da matriz extracelular,

ou como proteinas ligantes da membrana por ligagdo @ membrana fosfolipidica. A atividade enzimética também
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pode condicionar a alergenicidade, através da mudanca do microambiente em que os alergénios sao
encontrados. Por fim os cofatores biogénicos e antropogénicos ambientais também podem contribuir para a

sensibilizacéo alérgica e a manifestacéo da doenga (Traidl-Hoffmann et al., 2009).

A nomenclatura dos alergénios segue as regras da IUIS (International Union of Immunological Societies)
Allergen Nomenclature Subcomittee. As designacgdes s&o feitas com base na taxonomia dos géneros e espécies
dos quais os alergénios séo derivados: a designagao compreende as trés primeiras letras do género, uma unica
letra para a espécie, seguidas de um numeral arabe de acordo com a prioridade da descoberta e descrigéo, a
menos que o alergénio seja estruturalmente homdlogo e possua uma reagao cruzada imunologicamente com
alergénios previamente descritos de espécies diferente. Neste caso é atribuido mais um numeral 1. Um exemplo
desta nomenclatura seré o alergénio caracterizado da espécie Phleum pratense, o Phl p 1, onde Phl designa o
género, p da espécie pratense e 1 por ter sido o primeiro a ser descrito para esta espécie. Por vezes séo
identificadas isoformas, sendo estas caracterizadas por um conjunto de 4 algarismos, como por exemplo o Phl
p 1.0102 B,

Os alergénios sao ainda classificados como sendo “major’ (frequéncia superior a 50%) ou “minor” (frequéncia
inferior a 10%) com base na frequéncia com que eles s&o reconhecidos pela populagao alérgica a fonte bioldgica
do mesmo (Behrendt & Becker, 2001).

1.1.4. Reatividade cruzada

As reagdes antigénio-anticorpo podem mostrar um alto nivel de especificidade. A especificidade existe
quando o local de ligagéo dos anticorpos, que estdo direcionados a determinantes de um antigénio, ndo s&o
complementares a determinantes de outros antigénios dissimilares. Quando alguns determinantes de um
antigénio sdo partilhados por determinantes antigénicos similares na superficie de moléculas néo relacionadas,
uma proporgao do anticorpo direcionado contra um tipo de antigénio também vai ligar-se a outro tipo de antigénio.
Esta ligagao tem o nome de reatividade cruzada. Por exemplo, anticorpos especificos de uma proteina de uma
espécie também podem reagir com proteinas homdlogas de outras espécies. Esta comprovado que este
fendmeno acontece entre bactérias que possuem a mesma parede celular polissacaridea, em alguns alergénios

alimentares e alergénios presentes no pélen de varios tipos de plantas e arvores (Turgeon, 2014; Vieths, 1997).

No caso dos alergénios provenientes do pdlen, as expansinas, as profilinas e as proteinas ligantes de calcio
constituem as principais familias de alergénios polinicos. No caso da profilina, uma proteina transversal, € um
panalergénio muito estudado devido a sua homologia entre espécies de plantas diferentes, assim como outras
fontes (Radauer & Breiteneder, 2006).



1.2. Alergia a pélen - Polinose

A alergia ao polen, designada , tem tido um impacto clinico notavel em toda a Europa e tém existido
evidéncias que sugerem que a prevaléncia das reagdes alérgicas respiratorias induzidas pelo pélen na Europa
tem aumentado nas ultimas décadas. No entanto, estudos feitos pela ISAAC (International Study of Asthma and
Allergies in Children) mostraram a auséncia desse aumento ou de pequenas mudangas na prevaléncia de
sintomas de asma, rinoconjuntivites alérgicas e eczema nos centros europeus com a elevada existéncia da
prevaléncia entre as criangas mais velhas (D’Amato et al., 2007). De acordo com o White Book on Allergy (WAO,
2011) a prevaléncia das alergias a pdlen mundialmente pode ser até 30% (Thomas A. E. Platts-Mills, Bee Wah
Lee & Chew, 2011).

Clinicamente, a polinose é caracterizada por rinoconjuntivite e/ou asma brénquica. Os individuos apresentam
prurido ocular, com hiperemia conjuntival, coriza, espirros, prurido nasal ou faringeo-palatino e obstrugao nasal
ou afalta dela. A hiper-reatividade brénquica associada a asma pode estar presente em 15 a 20% dos individuos.
A hiperemia conjuntival e o prurido ocular estdo quase sempre presentes na polinose, o que diferencia essa

condigdo de uma constipa¢do comum.

Uma caracteristica importante da polinose € a sua periodicidade anual, com sintomas que ocorrem

usualmente na mesma altura do ano, durante a polinizagao (Taketomi, Sopelete, Moreira, & Vieira, 2006).

Em Portugal, um estudo feito com inquéritos, com o objetivo de determinar a prevaléncia e caracterizar a
rinite alérgica numa grande amostra populacional, concluiu que a prevaléncia da rinite foi de 26,1% e que este
sintoma é mais prevalente no Alentejo e menos frequente no Algarve. A prevaléncia estimada de rinoconjuntivite
foi 18,4%. Este sintoma pressupde que grande parte destes individuos possa ter sensibilizagdo a aeroalergénios
(Morais-Almeida, Loureiro, Todo-bom, Nunes, & Pereira, 2005; ONDR, 2017).



1.2.1. Tipos polinicos associados a alergia

Na Europa as principais fontes alergénicas de polen sdo as gramineas, as arvores e as ervas. O polen das

gramineas mais abundante no ar provem das espécies Phleum pratense, Dactylis glomerata e Alopecurus

pratensis. O pélen mais alergizante das arvores é produzido pela bétula (Betula), oliveira (Olea europaea) e

cipreste (Cupressus) e a familia das Fagales também tem demonstrado altos niveis de reatividade cruzada. Ja

Parietaria consite no maior género de urticaceas alergizantes (D’Amato et al., 2007).

A exposicdo a alergénios polinicos mostra uma grande variabilidade geografica e climatica na Europa

(Buters, 2014) e em Portugal, tendo-se observado que as contagens polinicas mais elevadas registaram-se nas

estacBes situadas a sul do pais, de uma forma mais acentuada na cidade de Evora (Figura 3) (Caeiro et al.,

2007).
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Totais polinicos registados de margo a junho nas 5 estagdes de monotorizagao durante 4 anos (2003
a 2006); [retiradas de (Caeiro et al., 2007)].

Em Portugal ja foram identificados 52 tipos polinicos diferentes (Caeiro et al., 2007), distribuidos em 16 tipos

morfoldgicos diferentes. A Figura 4 mostra a prevaléncia dos 16 tipos polinicos prevalentes no Alentejo. Pode

observar-se que os tipos polinicos mais abundantes sdo de Quercus, Platanus, Poaceae, Cupressaceae e Oleae.

(base de dados do ICT, https://lince.di.uevora.pt/polen).
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m Cupressaceae

u Poaceae

= Quercus

= Platanus

H Oleae

u Acer

m Urticaceae: Parietaria

m Urticaceae: membranaceae

B Pinus
Platanus ® Rumex
14% H Populus
m Betula

H Plantago (tanchagem)
® Chenopodium
u Casuarina sp.

Fraxinus sp.

Figura 4: Prevaléncia dos diferentes tipos polinicos dos anos de janeiro de 2017 a julho de 2018 de Evora

(base de dados do ICT, https://lince.di.uevora.pt/polen).

A analise do perfil temporal destes tipos polinicos permite-nos determinar os periodos em que a espécie esta
a polinizar (época polinica) e os dias em que um determinado tipo polinico foi mais abundante (pico polinico). A
figura 5 mostra o calendario polinico para os taxa alergolégicamente mais relevantes; o pico polinico das
Cupressaceae ocorreu a 25 de fevereiro, o de Platanus a 22 de margo, o de Quercus a 11 de abril, o de Oleae

a 5 de maio. O pdlen de Poaceae foi detetavel durante todo o periodo amostrado, sendo mais elevado a partir
de 20 de abril.

——Cupressaceae =—=Poaceae —Quercus Platanus —QOleae
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Figura 5: Calendério polinico do pdlen de Cupressaceae, Poaceae, Quercus, Platanus e Oleae no ano de
2017 na regido de Evora (dados da base de dados https://lince.di.uevora.pt/polen).
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Segundo diversos estudos, a oliveira e as gramineas s&o consideradas as fontes de pdlen mais alergizantes
nos paises do Sul da Europa; O cipreste e o platano sdo considerados moderadamente alergizantes e o género
Quercus ndo esta caracterizado do ponto de vista alergologico. No entanto, ja existem alguns relatos de ter
reatividade cruzada com outras espécies (Lopez, Garcia de la Barrena, & Sastre, 2016). Em Portugal, o pdlen
de gramineas foi detetado durante todo o ano, particularmente de margo a junho 2. As concentragdes mais
elevadas registaram-se nos meses de maio e junho em todo o pais. Verificou-se também que a sul do pais se
registou um maior niumero de dias em que a concentragao ultrapassou o seu valor limiar proposto (concentracdes
superiores a 25 gréos de polen/m3; (Teno & Vilches, 2007)) a partir do qual se desencadeiam sintomas de alergia

nos individuos sensiveis (Caeiro et al., 2014).

Em Evora, no ano de 2017 registaram-se 31 dias com concentragdes polinicas superiores a 25 graos de

polen/ m3 e em 2018 registaram-se 55 dias (base de dados do ICT, https://lince.di.uevora.pt/polen).
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1.2.2. Alergénios polinicos

De acordo com a literatura estéo listadas 178 espécies de plantas que contém pdlen que provocou reagoes
alérgicas. Estas plantas pertencem a 44 familias taxonémicas de 29 ordens. Cerca de % do polen alergénico

pertence a familia das gramineas (Radauer & Breiteneder, 2006).

De acordo com a base de dados Allergome, os alergénios de pdlen distribuem-se em apenas 29 familias de

proteinas.

De acordo com a Tabela 2 € possivel verificar que existem 13 familias de proteinas alergénicas identificadas
de acordo com a sua funcéo. A familia Poaceae é a que contem mais alergénios, onde a maior parte faz parte
das expansinas. As profilinas também estdo presentes na maior parte das familias de plantas cujo pélen contem

alergénios (Radauer & Breiteneder, 2006).

Distribuicdo taxonémica das familias de pdlen alergizante e seus respetivos grupos de alergénios

(Radauer & Breiteneder, 2006).

o o
% - m % o g g w g % N S =
Famiia | g 3| &) 7 5| §| 2 E| 2|35 §| %
= & 3 a | g| | 5| 8| ~| 8 2| 5| §| <
g g 2| g 81 5 | "
] ]
Cupressaceae 20 1 7 3 6
Arecaceae 1 1 8
Poaceae 71 | 26 | 6 2 | 14| 3 2 2 7
Asteraceae 13 3 1 3
Plantaginaceae 1 1
Oleaceae 12 1 3 4
Chenopodiaceae 1 1 1
Brassicaceae 8 2 4 1 1
Betulaceae 13 2 3 5
Fagaceae 8 3
Platanaceae 2 1
Cannabaceae 2 1
Urticaceae 3 1 2
Euphorbiaceae 2 2
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1.4.2.1. Alergénios polinicos das gramineas

O pélen das gramineas consiste na principal

Prevalence

causa de polinose em muitas partes do mundo. 1

No entanto a sua frequéncia difere High

regionalmente; a polinose induzida pelas . @
gramineas é a alergia a pdlen mais comum na 50% i.
Europa. Até 95% dos individuos alérgicos ao

polen de gramineas possuem IgE especifica Low

para o grupo 1 de alergénios e 80% para o grupo .

9, sendo estes dois grupos os que constituem os »

Low 40% High Paotency
alergénios maioritarios do pélen das gramineas (mean IoF level)
(Figura 6) (D’Amato et al., 2007). Envolvimento dos alergénios das gramineas na

sensibilizagao [retirado de (Kleine-Tebbe & Davies, 2014)].

No mediterréneo o pélen de gramineas consiste na causa mais importante de polinose. Entre 8 a 35% dos

jovens adultos em paises europeus mostram anticorpos IgE especificos para gramineas.

Quanto a Dactylis glomerata, a graminea utilizada neste estudo, est@o descritos 8 alergénios desta espécie,
designados entre Dac g 1 e Dac g 13 (Tabela 3). O Dac g 1, um alergénio do grupo 1 das gramineas, é uma §-
expansina e foi reconhecido pelos anticorpos IgE em 95% dos individuos sensibilizados ao pdlen de déctila
(Mecheri, Peltre, & David, 1985). Este alergénio é homdlogo ao Lol p 1, um alergénio também pertencente ao
grupo 1 das gramineas. O Dac g 2, cuja fungéo bioldgica & desconhecida, é reconhecido pelos anticorpos IgE
de 33% dos soros selecionados aleatoriamente, de individuos sensibilizados a gramineas e em 67% de soros
de individuos que recebiam imunoterapia a pdlen de gramineas (Roberts, Van Ree, Cardy, Bevan, & Walker,
1992). Estudos com o Dac g 3, um alergénio com fungéo biolégica também desconhecida, feitos por Guérin-
Marchand e Senéchal também mostraram a existéncia de IgE especifica para este alergénio em mais de 60%
dos soros de individuos sensibilizados a dactila (Guérin-Marchand & Sénechal, 1996). Com o alergénio Dac g 4,
uma oxidorredutase, verificou-se que 23 de 26 amostras plasmaticas mostraram ligagéo a este alergénio (Batard
et al.,, 1993). O Dac g 5, um alergénio reconhecido como ribonuclease, em que 80% dos individuos alérgicos a
poélen de dactila possuem IgE especifica a este alergénio (D’Amato et al., 2007). Foi identificado quer em estudos
de ligacdo da IgE a este alergénio purificado, quer por immunoblot, utilizando pools de soros de individuos
sensibilizados a gramineas (Klysner, Welinder, Lewenstein, & Matthiesen, 1992). Quanto ao grupo 6 das

gramineas, este ndo se expressa nesta espécie. Ja o Dac g 7, identificado como uma polcalcina, ndo existem
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ainda referéncias para a sua alergenicidade. O grupo 12 dos alergénios das gramineas sao profilinas, proteinas
altamente conservadas e sdo encontradas por todo o reino das plantas (Lorenz, Luttkopf, May, Scheurer, &
Vieths, 2008), sendo por isso panalergénios. O grupo 13 representa um importante grupo de alergénios das
gramineas. Ele é constituido por glicoproteinas com uma sequéncia homéloga as poligalacturonases, uma
familia de enzimas que degrada pectinas (Grote, Swoboda, Valenta, & Reichelt, 2005). De acordo com Swoboda
. e colaboradores, estes sugerem que existe reatividade cruzada no grupo 13 das gramineas apenas entre elas
e nao ocorre entre outras exo- e endopoligalacturonases. Com isto considera-se que o rPhl p 13 pode ser
considerado como um marcador alergénico de diagnostico para a sensibilizagao a pdlen de gramineas genuina
(Petersen et al., 2001).
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Existem até agora 13 grupos de alergénios identificados para as gramineas

Grupos de alergénios de gramineas identificados (adaptado de (Kleine-Tebbe & Davies, 2014) e allergome.org ¥))

Peso
Gru’pc_a Fungao Bioquimica molecular Caracteristicas Exemplos
alergénico
(kDa)
1 B-expansina 07 _ 35 Glicoproteina, aIergemq pollnlco major produzido por todas Dacg 1: Phip 1: Lol p 1
as espécies de gramineas
9 Desconhecida 1 Altamente homologos ao grupo 3 € a porgao terminal C do Dac g 2: Phip 2 Lol p 2
grupo 1 de alergénios
3 Desconhecida 11-14 Altamente homélogos ao grupo 2 € a porgéo terminal C do Dac g 3; Phip3: Lol p3
grupo 1 de alergénios
4 Oxidorredutases 50 - 60 Gllgoprotglna, membro da familia de enzimas Berberine Dac g 4: Phi p 4: Lol p 4
Bridge, sistema de resposta a patogénicos nas plantas
5 Ribonucleases 97 .35 Encontrado nas especies P00|’d§ae, assqma’dp a particulas Dac g 5: Phl p 5; Lol p 5
de amido citoplasmatico submicrénico
. Homodlogo a sequéncias internas do grupo 5, apenas em

¢ DEeaTiDE ek =13 Anthoxanthum odoratum, Phleum pratense e Poa pratensis Phip6

7 Felecltelie) prg;?éirljas IS 8-12 Panalergénio, conjunto de dimero no pélen de gramineas Dacg7;Phlp7;Lolp7
1 Proteina relacionada com _OIe e 16-20 Glicoproteina, estrutura similar aos alergénios do pdlen de Phi p 11: Lol p 11

(Ole e 1-related protein) Olea (Ole e 1) e Chenopodium album (Che a 1)

12 Profilina 13-14 Panalergeénio, altamente conservado Dac g 12; Phlp 12; Lol p 12
13 Poligalacturonase 45 - 60 Glicoproteina, suscetivel a degradacéo da protease Dac g 13; Lol p 13; Phlp 13
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1.4.2.2. Alergénios polinicos de P. hybrida (Platano)

Platanus hybrida, um platano hibrido entre
Platanus ocidentalis e Platanus orientalis, é
muito encontrado na Europa Ocidental,
particularmente em cidades onde o usam
ornamentalmente. O  platano  apresenta
polinizacdo anemdfila, ou seja, ocorre pelo vento
e produz uma grande quantidade de pdlen entre

0s meses de margo e maio (21,

A sua relevancia na alergia sazonal ainda é

incerta, pois a maior parte dos artigos publicados

que referem as principais fontes de pdlen alergizante ndo mencionam este tipo polinico. No entanto, estudos
efetuados na Peninsula Ibérica referem uma percentagem de sensibilizacdo da populagdo entre 52 a 56%
(Alcazar et al., 2004).

Ja estéo descritos alguns alergénios de pdlen de platano estando essa informagéao sistematizada na Tabela
4.

Tabela 4: Alergénios caracterizados para a espécie P. hybrida (retirado de allergome.org ©! e allergen.org [31).

Alergénio | MM (kDaA) | Nome comum / Fungao Biolégica | Reatividade cruzada
Plaa1 18 Inibidor da invertase
Plaa2 43 Poligalacturonase
Plaa3 10 Proteina transferidora de lipidos
Chea?2
Plaa8 15 Profilina
Olee?2
PlaaTLP 25 Taumatina

Existem varios estudos de alergenicidade que envolveram os alergénios ja identificados molecularmente do

platano, estando descritas situagdes de monosensibilizagdo a platano e também de polissensibilizagéo.

Em Itélia, um individuo de 40 anos que reportou rinoconjuntivites entre abril e maio mostrou reatividade ao
polen de platano, mais especificamente ao Pla a 1 e Pla a 2 e a todos os outros alergénios testados mostrou
negatividade, indicando uma provavel monossensibilizagéo a platano (Asero, Mistrello, Amato, & Villalta, 2012).
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De acordo com Asturias e colaboradores, foi demonstrado que 87% de 30 individuos alérgicos ao platano
apresentavam ligagdo da IgE ao Pla a 1 e 83% de 30 individuos alérgicos ao pdlen do platano mostraram ligagao
a uma proteina de 43 kDa de extrato de Platanus acerifolia, o Pla a 2 (Asturias et al., 2002). J& de acordo com
Lauer e colaboradores, para o Pla a 3, apenas 45% de 58 individuos alérgicos a platano mostraram ligagao de

IgE a este alergénio (Lauer et al., 2007).

De acordo com Barderas e colaboradores, estes mostraram reatividade cruzada do polen de platano com a
profilina do pdlen de Chenopodium album. Estes resultados também evidenciaram a alergenicidade das profilinas
e 0 seu realce na reatividade-cruzada (Barderas, Villalba, & Rodriguez, 2004). A familia da taumatina ja foi
identificada como um alergénio muito importante no péssego e também ja foi descrita noutros frutos e pélenes
de outras espécies. Pensa-se que esta familia seja um panalergénio responsavel por a reatividade cruzada entre
o polen e o fruto, mas ainda ndo existem evidéncias experimentais suficientes. Esta proteina foi purificada do
pélen de P. acerifolia, evidenciado assim a existéncia de outro alergénio de platano, o Pla a TLP (Palacin et al.,
2012).

Num estudo de Costa AR e colaboradores, realizado em nove doentes de polinose da regido do Alentejo,
com sintomatologia no inicio da primavera, todos eles apresentaram polissensibilizagao e sensibilizagéo a pdlen
de platano. Foi ainda possivel identificar, por immunoblot, reatividade a Pla a 1 em todos os soros testados, e
Pla TLP em oito dos nove soros testados.Este estudo mostrou ainda que alguma da reatividade a proteinas de
platano pode resultar de reactividade cruzada com alergénios de gramineas, demosntrada em seis dos nove
individuos (Costa et al., 2016).

1.4.2.3. Alergénios polinicos de Q. rotundifolia (Azinheira)

Quercus rotundifolia, de nome vulgar azinheira, € uma arvore folhosa, angiospérmica e dicotiledonea. Quanto
a sua distribuicdo geografica, a azinheira existe no Sul da Europa, existindo em todo o nosso pais,
espontaneamente, semeada ou plantada, adquirindo uma maior importancia no interior alentejano (citado de
naturlink.pt ©l). A polinizagéo desta espécie ocorre pelo vento no periodo de marco a julho ©21. O pico polinico do
pélen de azinheira na regido de Evora ocorre, habitualmente em abril, de forma consistente em cada ano, cerca

de 1 més antes do pico polinico das gramineas (Caeiro, 2013).
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Ja existem alguns relatos sobre a sensibilizag&o de individuos
a esta espécie. M. Prados, em 1995, evidenciou que de 27
individuos com teste PRICK positvo a Q. ilex, 9 eram
monossensibilizados a esta espécie (Prados, Aragon, Carranco,
Martinez, & Martinez, 1995). Em 2016, um estudo de Antunes e
colaboradores com pacientes com polinose da regido do Alentejo
apresentando sintomatologia no inicio da primavera revelou
sensibilizacéo da Q. rotundifolia em todos os individuos testados,
todos polissensibilizados a outras espécies; este trabalho
evidenciou ainda a potencial reatividade cruzada entre o pdlen de
azinheira e gramineas, bem como com oliveira (Antunes et al.,
2016).

Figura 8: Azinheira (retirado de flora-on.pt [6])
Apesar de ndo existirem alergénios identificados para esta

espécie, estdo documentados noutros tipos polinicos do género Quercus, apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Alergénios caracterizados para o género Quercus (retirado de allergome.org [l e allergen.org [3]).

’ ’ MM | Nome comum / Fungéo
Espécie Alergénio - Reatividade cruzada
(kDaA) Bioldgica
Alng1
Que a1 17 Proteina PR Betv 1
Carb1
Alng2
Quercus alba Quea? 14 Profilina Betv 2
Carb?2
Alng4
Que a4 9 Proteina ligante de calcio Betv 4
Carb4
Quercus rubra Queru1 Proteina PR
Que su1 Proteina PR
Quercus suber
Que su 2 Profilina
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Ha algumas descri¢des relativas a sensibilizagdo a alergénios do género Quercus. De acordo com
Niederberger e colaboradores, 7 de 10 soros de individuos sensibilizados a pdlen de arvores mostraram ligagéo
da IgE a Que a 1 e esta ligag&o foi inibida pelo alergénio da bétula Bet v 1. (Niederberger et al., 1998). De acordo
com Lorenz AR., este sugere que Q. alba, de ordem Fagales, pertence ao grupo taxonémico da bétula,
sugerindo homologia dos alergénios, entre as espécies. De acordo com Egger e colaboradores, estes também
verificaram a existéncia de reatividade cruzada entre o pdlen de Q. alba com os alergénios Bet v 1, Bet v 2 e Bet
v 4 e com o Phl p 4, sugerindo co-sensibilizagao entre espécies de arvores com gramineas. Neste estudo também
evidenciaram a presenca de mais dois alergénios, além do Que a 1 para esta espécie, 0 Que a 2 e o Que a 4
(Egger et al., 2008).

No entanto, existem poucos estudos para o género Quercus e nao existem alergénios caracterizados
para a espécie Q. rotundifolia, a mais abundante em Portugal, mais particularmente na regido de Evora, sendo

assim de grande interesse 0 estudo de sensibilizagdo desta espécie.
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2. PROBLEMATICA

A prevaléncia das alergias respiratorias tem vindo a aumentar nos Ultimos tempos e por isso consiste num

dos principais problemas de saude publica.

O pdlen de Oliveira e das Gramineas constituem a principal causa das alergias respiratorias no Alentejo.
Contudo, a populagéo alérgica a estas espécies muitas vezes comega a ter sintomas de alergia respiratéria antes
da época polinica destas espécies. A azinheira (Quercus rotundifolia) e o platano (Platanus hybrida) s&o espécies
muito abundantes na regido que libertam grandes quantidades de polen. As suas épocas polinicas ocorrem antes
da época polinica das gramineas e da oliveira, e coincide com as queixas reportadas pelos individuos alérgicos.
Sendo assim € importante saber se estes sintomas sao responsaveis por reatividade especifica a estas espécies

ou se trata de reatividade cruzada com as gramineas (Antunes et al., 2016; Costa et al., 2016).

Assim, este trabalho experimental teve como objetivo efetuar um estudo com vista a caracterizagéo de
padrdes de reatividade cruzada da azinheira e do platano com gramineas. Para tal utilizou-se o pélen de D.
glomerata como representativo das gramineas por ser uma das mais abundantes na regido e também por se

encontrar entre as mais alergizantes da regido.

Neste trabalho foram utilizadas técnicas imunoldgicas, o EAST para determinar a sensibilizagédo de uma
populagao jovem universitaria as espécies em estudo e o Immunoblotting para caracterizar a reatividade cruzada
e identificar bandas proteicas imunorreativas. Ambas as técnicas utilizaram soros de individuos € um extrato

proteico de polen das trés espécies em estudo.
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Neste trabalho experimental pretendeu-se caracterizar padrdes de reatividade cruzada, com gramineas, de

espécies potencialmente relevantes do ponto de vista alergologico no Alentejo.

l. ldentificac&o de alergénios para D. glomerata, Q. rotundifolia e P. hybrida
a. ldentificagao de individuos com sensibiliza¢&o de entre uma populagéo de voluntéarios (aplicagéo
da escala, da IgE especifica a pélen de D. glomerata, Q. rotundifolia e P. hybrida, recorrendo ao
método EAST)
b. ldentificacdo de bandas imunorreativas nas trés espécies polinicas
Il. Caracterizagdo do padrao de reatividade cruzada de Q. rotundifolia e P. hybrida, com gramineas por

comparagao Immunoblotting e Immunoblotting inibido
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Local de realizagao

=& Laboratorio A, Fase Il do Colégio Luis Antonio Verney, Universidade de Evora

+

-+ + #

-+ F F F &

Duragao
1 ano letivo
Material Biolégico

Soro de humanos

Extrato aquoso de pélen de P. hybrida
Extrato aquoso de polen de Q. rotundifolia
Extrato aquoso de pélen de D. glomerata

Técnicas utilizadas

Espectrometria de Absorcao Molecular
Centrifugacao

Liofilizag&o

Enzyme Allergosorbent Test
SDS-PAGE

Immunoblotting
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4.2. Procedimento Experimental
4.21. Caracterizacao da amostra e do estudo

Este estudo insere-se no ambito do projeto “Estudos de sensibilizagdo na populagao de Evora com doenca
alérgica respiratoria’, com aprovagdo GD/44721/2015/P1 e autorizacdo 15039 pela Comissdo de Etica da
Universidade de Evora. A amostra & constituida por 50 jovens universitarios, com idades entre 18 e 32 anos, que
participaram voluntariamente no estudo e manifestaram o seu consentimento informado. A estes 50 individuos
foram colhidas amostras de sangue e também Ihes foi pedido que respondessem a um pequeno inquérito para
avaliagéo da prevaléncia de alergia a pdlen. A cada individuo foi atribuido um codigo com a letra V, seguido de

um numeral arabe e as analises foram realizadas mantendo o anonimato dos participantes.

4.2.2. Questionario para avaliagao da prevaléncia de
alergia a pdlen na populagao em estudo
O questionario aplicado compds-se de um total de oito questdes (Anexo 1). 5 destas questdes dirigem-se a

caracterizacdo sociodemografica da populagéo incluida no estudo e incidem sobre os habitos tabagicos e de

ingestao de alcool e de estilo de vida. O questionario incluiu ainda questdes dirigidas a sintomatologia alérgica.

Na analise do questionario, foi estabelecida uma escala, baseada nas trés perguntas consideradas mais
relevantes para avaliar se os individuos sofrem de polinose (pergunta 3, pergunta 5 e pergunta 8), da qual resulta

a atribuicdo de uma pontuagéo.

4.2.3. Colheita e processamento dos soros

As amostras de sangue foram colhidas com a colaboragao dos enfermeiros Elsa Pires e Luis Baixinho do
Hospital do Espirito Santo de Evora, em tubos com EDTA como agente anticoagulante. Seguida a recolha, as
amostras de sangue foram centrifugadas para eliminagéo do componente celular e os soros foram conservados
a-20°Ce.

Posterior a este trabalho foi quantificada a IgE total por ELISA, por aplicagdo do “Human IgE ELISA Kit’

(Innovative Research, Inc).
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4.2.4. Obtencao e preparacao dos extratos de pélen

O pdlen de D. glomerata foi comprado na Allergome AB, Suécia. O pdlen de Q. rotundifolia foi colhido no
Pélo da Mitra da Universidade de Evora e o pdlen de P. hybrida foi colhido também no Pélo da Mitra da
Universidade de Evora e perto do Hospital do Espirito Santo de Evora, durante as suas respetivas épocas

polinicas do ano de 2017.

Para a preparagao dos extratos proteicos de pélen das espécies descritas anteriormente comegou-se por
pesar 0,1 g de polen da espécie para um tubo de Falcon de 15 mL e adicionaram-se 10 mL de Tampé&o de
Extracdo de Bicarbonato de Aménio. Seguidamente incubaram-se os tubos a temperatura ambiente durante 2
horas, em agitacdo rotativa e com os tubos protegidos da luz. Passado este tempo as amostras foram
centrifugadas durante 10 minutos a 3000 g. Posteriormente retirou-se o sobrenadante, adicionaram-se mais 5
mL de Tamp&o de Extracéo, voltando-se a incubar os tubos com as mesmas condigdes anteriores. No fim,
centrifugaram-se as amostras novamente durante 10 minutos a 3000 g e recolheram-se os sobrenadantes, que
se adicionaram aos anteriormente recolhidos. Os sobrenadantes foram aliquotados em volumes de 5 mL e
congelados para posterior liofilizacdo. A liofilizagdo permite o processo de secagem da amostra através da
remocao de agua por sublimagao, onde os constituintes dos tampdes de extragéo volatizam, libertando CO2 e

NHs, obtendo-se assim um sedimento sélido constituido pelos compostos extraidos do pdlen.

Depois do processo anterior, obtiveram-se os extratos proteicos secos de Q. rotundifolia, P. hybrida € D.
glomerata. Para preparagao das amostras de trabalho, estres extratos foram diluidos em agua bidestilada até
dissolugdo completa (cerca de 200 mg/mL para P. hybrida e D. glomerata e cerca de 100 mg/mL para Q.
rotundifolia). As amostras foram colocadas em gelo, de modo a permitir a hidratagéo proteica r. Depois da sua
dissolucdo, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos, a 3000 g para remover detritos ndo soluveis.

Depois de retirar o sobrenadante, este foi armazenado a -20°C.

4.2.5. Quantificacao da proteina

Para a quantificagdo da proteina usou-se o Micro BCA TH Protein Assay Kit (Thermo Scientific). A mistura
de reagentes a adicionar as proteinas € constituida por uma solucdo a pH 11,25 contendo acido bicinconinico
(BCA), carbonato de sédio, bicarbonato de sédio, tartarato de sodio e sulfato de cobre (Il) pentahidratado. O
principio do método consiste em duas reagdes: na primeira, as ligagdes peptidicas das proteinas reduzem os
ibes Cu2* a Cu*, reacdo esta dependente da temperatura, sendo que a quantidade de Cu?* reduzido é
proporcional a quantidade de proteina presente; na segunda reacdo, duas moléculas de BCA formam um quelato

com cada ido Cu*, originando um complexo purpura, que absorve radiagdo a 562 nm.
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O complexo de BCA e Cut* é influenciado pela presenca nas proteinas, de cadeias laterais dos residuos

de cisteina ou cistina, tirosina e triptofano.

cuh

Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Reacao quimica representativa da formagao do complexo corado BCA com o Cu* (retirado de
thermofisher.com)

Em primeiro lugar comegou-se por preparar padrdes de albumina de soro bovino (BSA), a utilizar como
padrao, com concentragdes entre 0 e 1 mg/mL em agua bidestilada. Os extratos de pdlen foram diluidos entre
50 vezes e 400 vezes. O reagente proveniente do kit foi preparado de acordo com as proporcdes de trés
reagentes (25A:24B:1C). Seguidamente pipetou-se, numa microplaca e em triplicados, 25 pL dos extratos
diluidos e dos padrdes de BSA e 100 uL do reagente preparado. Por fim incubou-se a microplaca a 43°C durante

1 hora e 30 minutos. Finalizado o tempo de incubagao leu-se a absorvancia a 630 nm num espectrofotometro.
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Exemplo de curva de calibragéo obtida através do método do BCA utilizando padrdes de BSA. Os
pontos representam a média de triplicados.
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4.2.6. Enzyme Allergo Sorbent Test (EAST)

O EAST consiste num teste de diagnéstico utilizado para detetar a presencga de alergénios especificos a
anticorpos IgE e é também utilizado na quantificagdo da atividade alergénica total de uma preparagédo. O EAST
utiliza o mesmo principio de Radio Allergo Sorbent Test (RAST), primeiramente descrito por Wide e colegas em
1967. Na sua forma original, o RAST implica o uso de um disco de papel como fase sélida onde os alergénios
sao adsorvidos, para posteriormente se ligarem a anticorpos especificos destes alergénios de todos os isotipos,
sendo utilizado primariamente para IgE, 1gG e IgA do soro. Segue-se uma lavagem com tampéo de lavagem
para remover as proteinas do soro que n&o foram ligadas, e a IgE ligada seria entdo detetada com uma anti-IgE
humana policlonal marcada com 1125, No entanto, no EAST, existiu a substituicdo dos anticorpos policlonais
radiomarcados por anticorpos monoclonais de detegdo marcados com um enzima, geralmente sendo utilizada a
fostatase alcalina (E.C. 3.1.3.1) ou a peroxidade de rabano (E.C. 1.11.1.7) (Plebani, 2003; Stulik & Ticha, 2002).
Neste caso utilizou-se a metodologia descrita por Wigotzki e colegas para uma otimizagdo deste teste e para
determinar a sensibiliza¢do dos individuos a pdlen de espécies que sao alergologicamente relevantes no Alentejo
(Wigotzki, Steinhart, & Paschke, 2001).

A primeira etapa do EAST envolve o revestimento dos discos de nitrocelulose com um extrato proteico de
pélen de uma espécie relevante para o estudo. O extrato proteico foi preparado em tampéo de incubagéo (0,3%
BSA, 0,1% Tween-20 em PBS (Anexo 2), onde a concentragéo final de extrato foi de 0,5 mg/mL. Os discos foram
primeiramente lavados com tamp&o de lavagem (0,5% Tween-20 em PBS 1X) e seguidamente foram colocados
numa placa de petri, mergulhados no extrato proteico. A placa de petri foi revestida de modo a que os discos

ficaressem protegidos da luz e foram incubados overnight a 4°C.

A segunda etapa consiste no bloqueio dos discos. Os discos foram primeiro lavados com tampé&o de lavagem
e colocados numa microplaca. Seguidamente adicionaram-se 100 uL da solugéo de bloqueio (1% BSA 0,1%

Tween-20 em PBS 1X) e a microplaca seguiu para incubagao durante 1 hora a temperatura ambiente.

A terceira etapa consiste na ligacao dos soros humanos. Finalizada a etapa do bloqueio, retirou-se a solugéo
de bloqueio dos pogos da microplaca e adicionaram-se 50 L de soro a cada pogo, previamente diluido 1:20 em
tampé&o de incubagao. Seguiu para incubagéo durante 4 horas, a temperatura ambiente e em agitagao.

A quarta etapa consiste na detecdo da IgE ligada, através da utilizagdo de um Anticorpo Secundario. Neste
caso foi utilizado uma anti-IgE humana marcada com fosfatase alcalina (Monoclonal Anti-Human IgE-Alkaline
Phosphatase antibody produced in mouse, Sigma Aldrich). Os anticorpos anti-IgE humanos especificos sao
utilizados como reagentes de captura e detegéo, conferindo assim especificidade nos ensaios (Plebani, 2003).

Os discos, finalizada a etapa anterior, foram lavados trés vezes com tampéo de lavagem. Seguidamente foram

26



adicionados 50 pL de Anticorpo Secundario, previamente diluido numa diluicdo de 1:8000 em tamp&o de

incubacao, durante 30 minutos, em agitagao.

A quinta e ultima etapa deste teste consiste na revela¢do do complexo alergénio-anticorpo primario-anticorpo
secundario através da utilizagdo de um substrato, e neste caso foi utilizado o p-nitrofenil fosfato (pNPP)
(SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl phosphate Tablets). Este € um substrato que € hidrolisado pela fosfatase alcalina,
sendo libertado o p-nitrofenol, que tem uma coloragdo amarela, podendo ser detetada a sua presenga por
espectrometria de absor¢do molecular, a 405 nm (Voller, Bidwell, & Bartlett, 1976). Para isso, finalizada a etapa
anterior voltaram-se a lavar os discos trés vezes com tamp&o de lavagem e adicionaram-se 150 uL de solugéo
de substrato a cada pogo. O substrato esteve a reagir durante 3 horas. Finalizado o tempo de reacao, retiraram-
se 100 pL da solugéo para uma nova microplaca e adicionaram-se 50 uL de NaOH 3M para parar a reagao. Por
fim leu-se a absorvéncia das solugdes presentes na microplaca num espectrofotdmetro de microplacas, a um

comprimento de onda de 405 nm e com referéncia a 630 nm.

4.2.7. Immunoblotting

O Immunoblotting € uma técnica imunoldgica, também conhecida como Western Blotting ou Protein Blotting.
As proteinas separadas eletroforeticamente s&o transferidas para uma membrana de forma a obter uma réplica
do padréo de proteinas do gel. O blotting de proteinas combina a capacidade analitica da eletroforese e a
especificidade das sondas utilizadas, nomeadamente os anticorpos, no caso do Immunoblotting. Este método
permite ultrapassar as dificuldades de anélise de moléculas em géis. As membranas s&o mais faceis de
manusear e guardar, as proteinas estdo mais acessiveis aos anticorpos, a resolugao das bandas deixa de ser
afetada por efeitos de difuséo, permitindo ainda a possibilidade de se conseguir efetuar analises multiplas. Uma
outra vantagem do Immunoblotting é de ndao necessitar de menos amostra de proteina pois, devido a grande
especificidade da ligagao antigénio-anticorpo, € uma técnica de grande sensibilidade (Quintas, A., Freire, A. P.,
& Halpern, 2008).

4.2.71.  Preparacao das amostras e eletroforese

A técnica de separagao de proteinas utilizada foi a SDS-PAGE, em sistema tampdo de Laemmli. Os géis
sao bons suportes na migracdo electroforética, porque suprimem as correntes convectivas produzidas por
pequenos gradientes de temperatura, e, para além disso, neste caso, servem de crivos moleculares que
aumentam a separacéo. Os géis mais utilizados para separar misturas de proteinas sdo de poliacrilamida, um

polimero que se obtém por reagéo entre a acrilamida e o N,N’-metileno-bis-acrilamida. Esta reagao processa-se
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em presenca de um catalisador, o persulfato de aménio (APS). O N,N,N’,N’-tetrametilene-diamina (TEMED) &
utilizado, geralmente, como iniciador da reagdo uma vez que catalisa a reagao de decomposigao do ido persulfato
em radical livre. Esta técnica utiliza o dodecil sulfato de sodio (SDS), um detergente anionico capaz de se ligar
fortemente as proteinas, desnaturando-as e conferindo-lhes uma carga negativa. Nesta técnica, as proteinas
sao desnaturados pela presenca de SDS, que modifica também a sua carga superficial; todas as proteinas
migram no sentido do polo positivo, funcionando o gel como um crivo molecular que condiciona a separagéo das

proteinas com base nas suas massas moleculares (Quintas, A., Freire, A. P., & Halpern, 2008).

O sistema de eletroforese foi montado de acordo com as indicagdes do fabricante (BIO-RAD Mini Protean 3-
Cell). Os vidros foram limpos com etanol para néo existirem residuos. O gel de resolugao de 13% foi preparado
de acordo com as solugdes apresentadas na Tabela 6. A solucdo foi aplicada nos vidros, adicionou-se agua
bidestilada no restante do vidro e esperou-se a polimerizagao do gel. Seguidamente retirou-se a dgua bidestilada
do topo do gel de resolugdo e preparou-se o gel de concentragdo de 4,5%, com as solugdes apresentadas
também na Tabela 6. Aplicou-se a solugao e o pente de pogo continuo no vidro e deixou-se polimerizar. Depois

da polimerizagao retirou-se o pente e lavou-se 0s pogos com agua bidestilada.

Reagentes e solugdes para a preparagéo de géis de SDS-PAGE

Gel de Resolucao (13%) Gel de Concentracao (4,5%)
H20 destilada 3,1 mL H.0 destilada 3,05 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,25 mL
SDS 100 UL SDS 10% 50 uL
Acrilamida/Bis 4,3 mL Acrilamida/Bis (30%) 0,65 mL
APS 10% 75 UL APS 10% 75 UL
TEMED 10 uL TEMED 5uL

Terminado o gel, preparou-se a amostra proteica, que neste caso foram os extratos proteicos de pélen das
espécies referidas anteriormente. A amostra foi preparada de forma a que o volume final da amostra teria 5/6 de
extrato proteico e 1/6 de tampé&o da amostra 6x (Anexo 2). Seguidamente a amostra foi aquecida a 95°C, durante
5 minutos, para as proteinas desnaturarem. Montou-se a camara interna da eletroforese e encheu-se a tina com
Tampéo de “Corrida” (Anexo 2). Foram aplicados 200 uL de amostra no pogo continuo e 3 L de padrao de
massas moleculares (Bio-Rad #161-0374) no pogo do padrdo. Na cdmara externa também foi adicionado
Tampéo de Corrida e a tina foi preenchida completamente. Ligou-se a fonte de alimentagdo, a uma voltagem
constante de 140 V (60 mA, 15 Watt). Por fim desligou-se a corrente quando o azul de bromofenol atingiu o fim
do gel, o que pode demorar cerca de 90 a 120 minutos.
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4.2.7.2. Transferéncia eletroforética

Finalizada a eletroforese, seguiu-se para a transferéncia eletroforética. Comegou-se por cortar uma
membrana de PVDF e papel de filtro com as dimensdes do gel. Retirou-se o gel do sistema de eletroforese, onde
foi colocado em tamp&o de transferéncia para ser equilibrado, durante 15 minutos. Seguidamente ativou-se a
membrana com metanol durante 5 segundos, seguidamente foi passada por dgua destilada e por fim embebida
em tampao de transferéncia. Tanto as placas de fibra como o papel de filtro foram embebidos em tampéo de
transferéncia também. Preparou-se a sandwich do gel da seguinte forma: primeiramente colocou-se a cassete
com a face preta virada para baixo, uma placa de fibra, trés folhas de papel de filtro, o gel, a membrana de PVDF,
trés folhas de papel de filtro e novamente uma placa de fibra. Teve-se o cuidado de remover quaisquer bolhas

que se possam ter formado e por fim fechou-se a cassete, ficando a face transparente voltada para cima.

As cassetes foram colocadas no suporte e na tina, que foi enchida completamente com tampéo de
transferéncia. Ainda se adicionou um agitador magnético e uma unidade de arrefecimento a fim da temperatura
do tampéo e a sua distribuicao i6nica se manterem-se constantes. Depois de se colocar a tampa, iniciou-se a
transferéncia eletroforética com as seguintes propriedades: amperagem constante 350 mA (150 V, 40 Watt). A

transferéncia durou 1 hora. Finalizada esta etapa, abriu-se a sandwich e removeu-se a membrana.

O padréo e um pedaco da membrana foram mergulhados em Ponceau de modo a se poder visualizar as

bandas proteicas das espécies em estudo.

4.2.7.3. Imunodetecao

A fase da imunodetecgao iniciou-se com uma membrana cortada em varios tiras, de acordo com o numero
de amostras a testar. As tiras da membrana comegaram por ser bloqueadas com 5% (p/v) de leite magro em
TBST (Anexo 2), durante 1 hora e 30 minutos, a temperatura ambiente e em agitagéo rotativa, ou entdo este

passo poderia ser feito overnight a 4°C e em agitagéo rotativa.

Finalizada esta etapa, removeu-se o excesso de bloqueio com TBST e procedeu-se a incubagéo das tiras
com soro, preparado previamente numa diluicao 1:20. Os soros inibidos com D. glomerata foram incubados com
uma tira de nitrocelulose embebida em extrato desta, no minimo 30 minutos antes de ser utilizado nas tiras de
membrana. As tiras de membrana foram incubadas entdo com os varios soros durante duas horas, a temperatura
ambiente e em agitagao rotativa, ou entao este passo poderia ser feito também overnight a 4°C e também em
agitacéo rotativa. Apos a incubagdo com o0s varios soros, as tiras de membrana foram lavadas trés vezes com

TBST, onde as lavagens duraram cada uma 10 minutos e foram feitas em agitagao rotativa.
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Finalizadas as lavagens, seguiu-se a incubagdo com um anti-IlgE (Monoclonal Anti-Human IgE antibody
produced in mouse, 16510, Sigma Aldrich). Este anti-IgE consiste num anticorpo IgG2b derivado do hibridoma
produzido pelas células do mieloma de ratinho e esplendcitos de rato. O anti-IgE foi previamente diluido em
TBST, numa diluigao de 1:10 000. As tiras de membrana foram incubadas nesta solugéo durante duas horas, a
uma temperatura ambiente e em agitagdo rotativa. Apds esta incubagéo, as tiras voltaram a ser lavadas trés

vezes com TBST, com as mesmas condigdes das lavagens anteriores.

Finalizadas as lavagens, procedeu-se a incubagdo com um anti-lgG (Anti-Mouse IgG (whole molecule) -
Peroxidase, A9044, Sigma Aldrich). Este anti-lgG é produzido em coelho utilizando IgG de ratinho purificado
como imunogénio, sendo posteriormente conjugado com peroxidase. O anti-IgG foi também previamente diluido
em TBST, numa diluig&o de 1: 30 000. As tiras de membrana voltaram a ser incubadas durante duas horas, a
uma temperatura ambiente e em agitagdo rotativa. Novamente, ap6s esta incubacao, as tiras voltaram a ser

lavadas trés vezes com TBST, com as mesmas condi¢des das outras lavagens.

Como ultimo passo, a revelagao foi feita com o substrato tratrametilbenzidina (TMB) (Liquid Substrate system
for membranes, T0565, Sigma Aldrich). O produto da peroxidagdo do TMB € um sdlido azul escuro que se
deposita no local onde ocorre a reagdo, permitindo a visualizagdo das bandas imunomarcadas. Para esta
revelacdo, retira-se 0 excesso de liquido das membranas, secando-as suavemente em papel de filtro e, de
seguida, sdo embebidas em 3 mL deste substrato, ficando a reagir cerca de 10 a 20 minutos, até se verificar o
desenvolvimento da cor azul. Posteriormente, as tiras sdo lavadas com agua. Quando secas pode-se seguir para
o registo de bandas visiveis. A captacdo de imagem foi realizada com recurso a uma camara fotografica

convencional

A intensidade relativa das bandas foi analisada com o software de analise de imagens ImageJ

(https://imagej.nih.goviij/).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagao da populagao em estudo

Este trabalho envolveu 50 individuos de uma populagao jovem universitaria, com idades compreendidas
entre 18 e 32 anos, & constituida por 64% individuos do sexo feminino e 36% do sexo masculino. A populagdo
envolvida, aplicou-se um inquérito com questdes sobre o0s habitos de vida e uma escala de avaliagao de presenca
polinose. O inquérito despistou ainda a presenca de condigbes crénicas tais como diabetes ou toma de

medicagao.

29 individuos declararam n&o fumar, 28 declararam ndo beber alcool com regularidade, 45 declararam néo

tomar medicagao regularmente e todos referiram néo sofrer de diabetes.
A escala de avaliaco foi constituida por 3 questdes relevantes para identificar a presenca de polinose:

+ Pergunta 3: Apresenta alguma doenca relativa ao sistema imunolégico?
+ Pergunta 5: Apresenta alguma alergia?

+ Pergunta 8: Encontra-se frequentemente constipado entre marco e junho?

A Tabela 7 descreve os 50 individuos envolvidos no estudo, em que 19 destes responderam sim a pelo

menos 1 das perguntas-chave e o0s restantes 31 responderam nao as trés.

Individuos que responderam “Nao” ou “Sim” as perguntas-chave

IND Nao S IND Nao SV IND Nao S
P3 P5 P8 P3 P5 P8 P3 P5 P8

V01 X V19 X V41

V02 V20 X V42 X

V03 V22 X V44

V04 X V23 X V45

V05 X V25 X V46

V06 X V26 X V471

Vo7 X V27 V48

V08 X V29 V49

V09 X V30 X V50

V11 X V31 V51

V12 V34 X V62

V13 X V35 V53

V14 X V36 V54 X

V15 X V37 X V59 X

V16 X V38 X V62 X

V17 V39 X V63 X

V18 X V40
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A analise dos resultados da Tabela 7 permitiu constituir 2 grupos, o grupo 1 (G1) com base na resposta
negativa as perguntas-chave e o grupo 2 (G2) com base na resposta positiva as mesmas. Assim sendo, 0 grupo

1 é constituido por 31 individuos e o grupo 2 por 19 individuos.

A Figura 11 mostra os histogramas da IgE no G1 e no G2; é possivel visualizar que maior parte dos
individuos do G1 possuem uma IgE total inferior a 60 ng/mL (N=21), enquanto no G2 existe uma dispersdo maior
de valores de IgE total, sendo de realgar que a maioria exibe uma IgE > 60ng/mL (N=11). A caixa-de-bigodes
mostra que quer a média e quer a mediana do G1 sdo muito inferiores as observadas no G2 Num intervalo de
confianga de 90% (76 ng/mL e 128,1 ng/mL, respetivamente, p=0,074). Procedeu-se a um teste de ANOVA que
se obteve um valor de. os dois grupos sao estatisticamente diferentes. De realgar ainda que no grupo 1 estéo

incluidos 5 individuos cuja IgE total ndo foi quantificavel enquanto no grupo 2 existem apenas dois casos.
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Histograma e caixa de bigodes dos grupos de individuos em estudo. O grupo 1 é referente aos
individuos que responderam negativamente as trés perguntas-chave e o grupo 2 é referente aos individuos que

responderam positivamente a pelo menos uma das perguntas-chave.
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Procedeu-se a uma analise mais detalhada do G2. Para tal procedeu-se a uma analise detalhada das
respostas as questdes da escala. A figura 13 constitui um diagrama de Venn das respostas as questdes P3, P5

e P8, para se observar as associag0es entre estas.

De acordo com a Figura 12 e a Tabela 7, é possivel observar que 1 individuo respondeu positivamente
apenas a P3, 5 individuos responderam positivamente apenas a P5 e 4 individuos responderam positivamente
apenas & P8. E possivel também denotar que no existe associagdo de respostas da P3 com a P5 e da P3 com
a P8. No caso da associacdo de respostas da P5 e P8, 6 individuos responderam positivamente a estas duas

perguntas. Na associagédo das trés perguntas-chave, 3 individuos responderam positivamente.

600 - [ P5
| P8
[ P5 + P8
NQ 500 *
400 -
o E
& 247 ?Cn 300
43 £ 3004
95 375 IS
50 102 11 2
34 Llé) 200 - o
125 250 -
111 506 28
100 — T
5 172 NQ P8 - J
N —

Diagrama de Venn e caixa-de-bigodes: associagao das trés perguntas-chave do inquérito.

A negrito estao assinalados os valores de IgE>50ng/mL.

Na Figura 12 também & possivel visualizar que os valores de IgE total mais altos encontram-se na
associacao da P5 e P8 e na associacdo das trés perguntas, obtendo-se resultados médios de IgE total de
65,8444 .4 ng/mL para a P5, 27,3+16,2 ng/mL para a P8 e 210,5+£151,4 ng/mL para a associa¢do de ambas as
perguntas. Assim os resultados sugerem que a associacdo da P5 e P8 permite identificar os individuos que
sofrem de polinose. A associagéo das trés perguntas sugere que os individuos que responderam positivamente

as mesmas, provavelmente ja tém diagndstico as doengas alérgicas. O individuo V29, que corresponde ao Unico
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que respondeu apenas a pergunta 3, referenciou que sofria de uma doenga autoimune e néo possui IgE total

quantificavel, pelo que foi excluido das analises posteriores.

5.2.Avaliacao da sensibilizagdgo a espécies
relevantes na regiao

5.2.1. Validacao do método EAST

Para avaliar a sensibilizacao as espécies em estudo recorreu-se ao método EAST que permite identificar
a IgE especifica aos alergénios que ficaram adsorvidos na fase sélida do ensaio. Para o extrato de D.
glomerata foram testados 38 individuos, para o extrato de Q. rotundifolia 23 individuos e para o extrato de

P. hybrida 21 individuos.

O D. glomerata
Q. rotundifolia

1209 O P. hybrida
100 (0}
J O O
804 o o)
S
]
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=
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(1N
>
Equation y=a+b*x
20 % O o Adj. R-Square  0,10856
_ Value Standard Error
4 O IgE especifica Intercept = 12,85965 4,89915
IgE especifica  Slope 0,10313 0,0328
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Estudo de correlagdo entre a IgE total e a IgE especifica para as trés espécies em estudo.

Uma analise de correlagdo que relaciona o nivel de IgE total e da IgE especifica relativa aos extratos
polinicos analisados (Figura 13) mostra que o ajuste linear aos dados (p=0,01058) tem a sua ordenada na origem
em 12,9 + 4,9%, valor abaixo do qual a IgE especifica ndo é fidvel, pelo que se estabeleceu o valor de 20%

como o limite minimo de dete¢do do método EAST.
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Utilizando esta técnica foi possivel analisar a sensibilizagao de cada individuo as trés espécies anteriormente

designadas.

5.2.2. Determinacao da sensibilizacao as espécies em
estudo

A sensibilizag&o dos individuos avaliados a D. glomerata, Q. rotundifolia e P. hybrida esta apresentada na

Figura 14.
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Determinagdo da sensibilizagdo a D.glomerata, Q. rotundifolia e P. hybrida. Os resultados de D.
glomerata sao representativos de 1 a 4 triplicados para cada soro = DP de 7 ensaios realizados em paralelo. Os
resultados de Q. rotundifolia séo representativos de 1 a 3 triplicados para cada soro £ DP de 4 ensaios realizados
em paralelo. Os resultados de P. hybrida séo representativos de 1 triplicado para cada soro + DP de 2 ensaios

realizados em paralelo.
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De acordo com a Figura 14 pode observar-se que 17 de 38 individuos apresentaram sensibilizagdo a D.
glomerata, correspondendo a uma percentagem de 45% de individuos sensibilizados a esta espécie; 7 de 23
individuos apresentaram sensibilizagédo a Q. rotundifolia, correspondendo a uma percentagem de 30% de
individuos sensibilizados a esta espécie e 6 de 21 individuos apresentaram sensibilizagédo a P. hybrida,

correspondendo a uma percentagem de 29% de individuos sensibilizados a esta espécie.

Prosseguindo a anélise e correlacionando com a divisdo dos grupos do inquérito obteve-se 0s seguintes

resultados:
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Divisdo da sensibilizacdo das espécies nos dois grupos dos inquéritos

A Figura 15 mostra que para D. glomerata, 10 dos 27 individuos, inseridos no G1, apresentaram
sensibilizagéo a espécie. Ja o0 G2 tem 7 em 13 individuos que apresentaram sensibilizacdo a D. glomerata.
Também ¢é possivel visualizar que os valores de IgE total sdo mais altos para os individuos que apresentaram
sensibilizagéo a esta espécie. Para Q. rotundifolia 5 dos 18 individuos, inseridos no grupo 1, apresentaram
sensibilizagéo a esta espécie e 2 dos 5 individuos inseridos no grupo 2 também apresentaram sensibilizagdo a

esta espécie. Neste caso néo se verificou correlagdo do valor de IgE total com a sensibilizacdo a espécie. Para
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P. hybrida 5 em 17 individuos, inseridos no grupo 1, também apresentaram sensibilizagdo, a estas espécies,
respetivamente. Relativamente ao grupo 2, apenas 1 em 4 individuos, apresentou sensibilizagao a esta espécie.
E de referir que estes dados sdo inconclusivos devido ao nimero da amostra testada no grupo 2 ser muito

reduzida e também se verificou n&o existir correlagdo com o valor de IgE total.

Foi ainda avaliada a possibilidade de existir polissensibilizacdo a estas espécies. A Figura 16 representa a
sensibilizagdo a cada uma das espécies no conjunto de individuos nos quais foi possivel realizar os testes EAST

aos trés tipos polinicos.

I P. hybrida
[ Q. rotundifolia
Il D. glomerata

D 4(1' A’b Qb‘ 493 Qb Q/\ A‘b Qo" A\\ Q\% A\‘b A\b& Q\% A\‘b A'(\ A\(b A\Q’ A(]/Q AQ:L 46\

Individuos testados para as trés espécies em estudo

A partir da analise da Figura 16 € assim possivel observar, que 6 individuos apresentam apenas
sensibilizacdo a D. glomerata, 3 individuos para Q. rotundifolia e 2 para P. hybrida. No caso de
polissensibilizag&o, 2 individuos apresentaram sensibilizagéo para Q. rotundifolia e D. glomerata, 3 individuos
apresentaram sensibilizagdo para P. hybrida e D. glomerata e 1 individuo apresentou sensibilizagdo as trés

espécies.
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5.3.Reconhecimento de bandas imunorreativas e
avaliacao de reatividade cruzada com D.
glomerata

Para se poder identificar bandas imunorreativas ao pdlen de D. glomerata, Q. rotundifolia e P. hybrida

recorreu-se ao Immunoblotting.

Todos os soros testados para as trés espécies foram escolhidos com base na sua IgE total e na sua IgE

especifica relativa a espécie.

Para o extrato de polen de D. glomerata foram testados soros de 11 individuos, onde 8 apresentaram no
EAST ter IgE especifica e 3 ndo apresentaram IgE especifica para esta espécie. Os individuos que apresentaram
IgE especifica foram os individuos V6, V7, V11, V12, V17, V18, V22 e V51 e 0s que ndo apresentaram foram os
individuos V19, V25 e V27.

Caracterizagdo de bandas imunorreativas em extrato proteico de pdlen de D. glomerata. A informagao

+,++ e +++ representa uma avaliagao qualitativa da intensidade das bandas.

IgE total 158 28 180 95 247 | 319 11 106 39 32 375

IgE esp + + + + + + - + - -
Bandas V6 V7 | V11 | V12 | VA7 | V18 | V19 | V22 | V25 | V37 | V51

MM£DP (kDa)| n=3 | n=2 | n=2 | n=3 | n=2 [n=3 | n=1|n=2|n=2|n=2|n=3

1002+ 11,2
65,9 + 41
61,5+ 31
512+54
33,717
27908
236+12

20,1

15,7£04
14,4 + 0,11
11,8+£0,3

* 50 existiu separagao dos géis até 25 kDa para estes individuos

Legenda: (+++ muito intensa) (++ intensa) (+ visivel)

Como é possivel visualizar na Tabela 8, identificaram-se 11 bandas imunorreativas com massas
moleculares entre 100,2 + 11,2 e 11,8 + 0,3 kDa para o extrato proteico de D. glomerata. E possivel observar
que existem duas bandas que apareceram em 100% dos soros testados, com massas moleculares de 51,2 £

5,4 e 23,6 £ 1,2 kDa, sendo a primeira a que apresentou maior intensidade em todos os soros testados. Com
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uma intensidade semelhante a esta, ha a referir a banda com massa molecular 33,7 + 1,7 kDa, identificada em

91% dos individuos. As bandas mais intensas observaram-se, em todos 0s soros, entre os 20 e os 51 KDa.

Analisando a imunoreatividade dos soros individualmente, podemos observar que o soro V18 foi 0 que
apresentou mais bandas imunorreativas. O soro do individuo V19 foi o que apresentou menos bandas
imunorreativas, o que pode ser justificado pelo facto de, no método EAST, néo apresentar IgE especifica para
D. glomerata. As bandas imunorreativas que aparecem na analise do soro deste individuo e nos individuos V25
e V37, que poderiam sugerir incongruéncia com os resultados de EAST negativa para D. glomerata, séo
provavelmente consequéncia de, nesta técnica, as proteinas estarem desnaturadas (ao contrario do que ocorre
na EAST, em que as proteinas estdo no seu estado nativo) e os epitopos das proteinas estarem mais expostos
para ligagéo a IgE, o que favorece o reconhecimento imunoldgico. De referir ainda que, no caso dos soros dos
individuos V7, V19 e V37, ocorreram dificuldades técnicas nas separagdes proteicas, que ndo permitiram separar
e visualizar bandas de massa inferior a 25 KDa, pelo que nestes soros poderéo existir bandas imunomarcadas

de massa inferior a 25 KDa,

As bandas imunomarcadas permitem sugerir a identificagdo de alguns alergénios ja documentados para D.
glomerata. A banda com massa molecular de 33,7 + 1,7 kDa, pode corresponder ao alergénio major Dac g 1,
descrito com uma massa de 32 kDa,(Mecheri et al., 1985; Van Oort et al., 2004) uma vez que a massa molecular
é compativel e que é uma banda apenas ndo detetada no soro V19, sendo que este apresentou RAST negativo
para D. glomerata e um valor de IgE total de 11 ng/mL. A banda com massa molecular de 27,9 £ 0,8 kDa,
identificada também em 91% dos soros, pode corresponder a outro alergénio major, o Dac g 5, descrito na
literatura com a massa de 26 kDa (Klysner et al., 1992). Outra banda com massa molecular de 61,5 + 3,1 kDa,
identificada em 54,5% dos individuos, pode corresponder ao alergénio identificado com massa molecular de 60
kDa, o Dac g 13 (Grote et al., 2005; Swoboda et al., 2004). A banda com massa molecular com massa de 14,4
10,1 kDa, identificada em 62,5% dos individuos € sugestiva do Dac g 12, identificado com uma massa molecular
de 13-14 kDa (Lorenz et al., 2008). A banda imunorreativa com uma massa molecular de 11,8 + 0,3 kDa,
identificada em 87,5% dos individuos testados é sugestiva ou do Dac g 2 ou do Dac g 3, duas bandas
imunorreativas major ja identificadas com massas moleculares de 11 e 11-14 kDa, respetivamente (Guérin-
Marchand & Sénechal, 1996; Roberts et al., 1992).
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Sendo objetivo deste trabalho avaliar a hipétese de ocorréncia de reatividade cruzada com gramineas, na
sensibilizagdo a Q. rotundifolia e a P. hybrida, realizou-se 0 ensaio de controlo em que na imunorreatividade a
D. glomerata, se inibiram 0s soros previamente as experiéncias com extrato proteico da mesma planta. Um
exemplo de cada uma destas experiéncias esta presentado na figura seguinte, onde podem ser comparadas

visualmente as bandas imunomarcadas na auséncia (NI) e na ocorréncia de inibi¢do dos soros (1) (Figura 17).
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Figura 17: Identificagdo de bandas imunorreativas dos diferentes soros testados para o extrato de D. glomerata.
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As letras NI s&o representativas dos soros néo inibidos com D. glomerata e a letra | € representativa dos soros

previamente inibidos com extrato de D. glomerata.
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A observagéo dos blots apresentados na Figura 17 sugere, de uma forma geral, que a inibico das bandas
nao é completa, pois muitas das bandas imunomarcadas surgem ainda nas experiéncias que decorreram com
0s soros inibidos. Tal podera dever-se a que nem todos o0s IgE presentes nos soros tenham sido captados pelo
extrato adicionado.

Realizou-se uma avaliagéo quantitativa da intensidade das bandas, ndo inibidas e inibidas, e os resultados

das percentagens de inibicdo de cada banda estdo apresentados na tabela 9.

Percentagem de inibi¢do das bandas imunorreativas para extrato de pdlen de D. glomerata. As letras
NQ representam “ndo quantificavel” (o que decorre da baixa intensidade de algumas bandas que dificulta a

determinagéo da intensidade de banda) e as letras Sl representa “sem inibig&o”.

Bandas
MM£DP | V6 | V7 | Vi1 | vi2 | V7 | w8 | V19 | v22 | v25 | v37 | vs1
(kDa)
100.2 £ 112 88.2 NQ
659+41 | Sl NQ 100 NQ | NQ
523+ 719+ 656 ¢
61531 | o s ore | N NQ | NQ
751 1782
512654 | 239 | 3901 | 60 | "OF | s | 0¥ 213 | 218 | 249 | 62 | 68
486+ 273+
7217 |0 Na | Na | 674 | 100 | % NQ | NQ | Na | 207
476+ 501 £
279408 | S | Na | Na | s | 100 | 4RO N | N ||
236+12 | 483 | NQ | 126 401’2 *ls70l Na | N | st | NG| NQ | NQ
20,1 92,7 S| 100
157404 | 483 S| S| S|
144+ 011 NQ NQ NQ
118403 | 612 S| 100 NQ

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9 e pode-se observar que, apesar de em todos
os soros testados ter ocorrido inibigdo de bandas, ha uma grande variabilidade nas percentagens de inibigéo,
quer entre as bandas do mesmo soro, quer para a mesma banda entre diferentes soros. Isso podera dever-se,
por um lado, a que os IgE especificos para um determinado alergénio nao apresentem a mesma afinidade e, por

outro, a que o titulo em IgE seja diferente entre soros. Contudo, é possivel particularizar que a banda de 51,2454,

41



sugere que as IgE que se ligam neste componente proteico sdo de elevada afinidade pois uma pequena

concentragéo disponivel ainda origina imunomarcagao intensa.

Para o extrato de polen de P. hybrida foram testados os soros de 6 individuos, dos quais 3 apresentaram
RART positivo para P. hybrida, mo V7,0 V12 e 0 V22.

Tabela 10: Caracterizagéo de bandas imunorreativas em extrato proteico de pélen de P. hybrida. A informagao

+++ e +++ representa uma avaliagdo qualitativa da intensidade das bandas.

107,6 £7,0
78,8+4,0
694+13
61,3+16
51,3+24
49,1+0,6
402+13
299+25
21,0+0,3
>20,0

Como se visualiza na Tabela 10, foi possivel identificar no blot, apds a separagao por SDS-PAGE do extrato
proteico de pdlen de P. hybrida, 9 bandas imunorreativas entre a massa molecular de 107,6 +7,0e 21,0 £0,3
kDa, havendo ainda imunorreactividade na banda de 20KDa, que foi o limite da separagao do gel, logo, nesta
banda, encontrar-se-do todos as proteinas de massa molecular inferir a este valor.. E possivel visualizar que as
existem 4 bandas que aparecem em 100% dos soros testados (~61, ~51, ~40 e ~21). A banda que foi identificada
a 40,2 £ 1,3 kDa sugere a sua correspondéncia ao alergénio Pla a 2, descrito na literatura com uma massa 43
kDa (Asturias et al., 2002). A banda identificada com uma massa molecular de 21,0 + 0,3 kDa pode corresponder
ao Pla TLP, uma banda caracterizada com massa molecular de 25 kDa (Palacin et al., 2012). A banda
imunomarcada com uma massa molecular inferior a 20 kDa contém, provavelmente, o alergénio identificado Pla

1, que tem uma massa molecular de 18 kDa (Asturias et al., 2002).
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Para caracterizar a reatividade cruzada de P. hybrida com D. glomerata, foram utilizados os mesmos soros

descritos anteriormente. Na Figura 18 mostra-se um dos blots caracteristicos das trés réplicas realizadas. Pode

observar-se que nos soros inibidos com extracto de D. glomerata ainda é possivel identificar varias bandas,

ocorrendo o desaparecimento de outras.
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Figura 18: ldentificacdo de bandas imunorreativas dos diferentes soros testados para o extrato de P. hybrida.

As letras NI s&o representativas dos soros ndo inibidos com D. glomerata e a letra | € representativa dos soros

previamente inibidos com extrato de D. glomerata.

Procedeu-se a analise das intensidades de banda e calculo da percentagem de inibicdo de cada banda.

Esses resultados estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Percentagem de inibigdo das bandas imunorreativas para extrato de pdlen de P. hybrida. As letras

NQ representa “ndo quantificavel” e as letras Sl representa “sem inibig&o.

107670 18,5 45,3 314 28,7 NQ
78,8+4,0 48,9 NQ 37,0 NQ NQ
69,4 +13 17,6 48,8 42,2 NQ
61,3+106 NQ 49 NQ 54,0 40,3 £ 22,2 NQ
513+24 82,7 45,2+12,9 NQ 57,3 2714+19 S|
491+0,6 NQ

402+13 1,6 22,5 S NQ 27,0 234
299+25 56 %380

21,0+03 30,6 28,6 46,3 8,5 S| 44,0
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De acordo com a Tabela 11 é possivel visualizar que as bandas com massa molecular de 107,6 £ 7,0,
78,8 +4,0,69,4 + 1,3 kDa e 61,3 = 1,6 foram inibidas em todos os soros testados, sugerindo reatividade cruzada
destas proteinas entre P. hybrida e D. glomerata. Ja as banda de 40,2 kDa e a de 21KDa tiveram percentagens
de inibigdo muito reduzidas, sugerindo reatividade especifica com estas proteinas de P. hybrida, o que consolida
a hipotese de se tratar dos alergénios Pla a 2 e Pla TLP, repetivamente, como anteriormente sugerido.

Para o extrato de pélen de Q. rotundifolia foram testados soros de 6 individuos, todos eles com RAST positivo
para esta espécie, sendo que o individuo V2 tem um valor de RAST que é cerca de metade relativamente ao
V18 e ao V56 e cerca de um tergo do V22, V81 e V51.

Tabela 12: Caracterizagdo de bandas imunorreativas em extrato proteico de pdlen de Q. rotundifolia. A

informagdo +,++ e +++ representa uma avaliagdo qualitativa da intensidade das bandas.

645+0,0
61,6 +0,0
53,8+0,3
32106
>25,0

De acordo com a Tabela 12 é possivel visualizar 6 bandas imunorreativas com massas moleculares
compreendidas entre 115,2 e 32 kDa, havendo ainda imunorreatividade na banda de 25 kDa, que foi o limite da
separagao do gel, logo, nesta banda, encontrar-se-do todos as proteinas de massa molecular inferir a este valor.
E possivel também visualizar 3 bandas imunorreativas com massas moleculares de 64,5 + 0,0; 61,6 + 0,0, 53,8
+ 0,3, 61,6 kDa que foram identificadas em todos os soros testados. Tendo massas proximas, surgem como
bandas proximas na separagéo proteica, e embora correspondam, no conjunto, a zona de imunomarcagao mais
intensa, a intensidade relativa de cada uma destas bandas difere muito entre individuos (ver figura 19). Uma
outra banda intensa que se observa em todos os soros ocorre a 32,1 £ 0,6 KDa e a sua intensidade varia também
bastante entre individuos.

N&o existem alergénios identificados para esta espécie, como foi descrito anteriormente. Existem, contudo
alergénios descritos para pélen de outras espécies do género Quercus, como € o caso do Que a 1 e do Que a
2, mas as massas destes sao interiores a 25 KDa (Egger et al., 2008) e nao poderiam ter sido identificados

nestas condi¢des experimentais.
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Para caracterizar a reatividade cruzada de Q. rotundifolia com D. glomerata, foram utilizados os mesmos

soros descritos anteriormente.

V22 V23 V25 V51
|

V18
| ] NI NI NI

Figura 19: Identificacdo de bandas imunorreativas dos diferentes soros testados para o extrato de Q.rotundifolia.
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As letras NI s&o representativas dos soros ndo inibidos com D. glomerata € a letra | € representativa dos soros

previamente inibidos com extrato de D. glomerata.

A observagéo do blott da Figura 19, exemplificativo das trés experiéncias realizadas, mostra que ha
bandas que sdo inibidas pelo extracto proteico de D. glomerata, contudo ainda s&o evidentes bandas
imunorreactivas nos soros inibidos. A analise da percentagem de inibigdo por banda esta apresentada na tabela
13.

Tabela 13: Percentagem de inibigdo das bandas imunorreativas de Q. rotundifolia. As letras NQ representa

“néo quantificavel” e as letras Sl representa “sem inibigao

115,2 100
64,5 + 0,02 74,6 Sl S NQ 44,3 100
61,63 78,3 Sl Sl NQ 10,2 100
53,8 + 0,31 718 Sl 32,0 NQ 70,1 100
32,1+ 0,61 75,6 +10,2 Sl 69,4 Sl 55,2+39,1 | 33,6 +23,0
>25 739+57 | 260+14,0 | 355+310 NQ NQ NQ
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Pode observar-se, pelos resultados da Tabela 13, que ha enormes variagdes, principalmente entre
individuos. Os soros V51 e V2 s&o os que apresentam maior inibicdo na globalidade, sugerindo reatividade
cruzada com D. glomerata. Apesar de o soro V2 ter apresentado RAST negativo para D. glomerata, € possivel
que ocorra reconhecimento de alergénios por imunoblot, uma vez que na primeira técnica as proteinas estao no
estado nativo e nesta Ultima estdo desnaturadas. Isso foi observado quer nos soros V25 e V37 (ver tabela 8). O

soro V51 era o que apresentava um valor de RAST para D. glomerata mais elevado do conjunto de soros testado.

O soro V18 nao teve inibigdo em nenhuma banda, sugerindo que este individuo possui IgE especifica para

Q. rotundifdlia, ou que a apresenta reatividade cruzada com espécies ndo avaliadas neste trabalho.

5.4.Discussao

Dos soros avaliados por immunoblotting, apenas dois deles pertenciam a individuos que responderam
positivamente as perguntas P5 e P8, sendo eles 0 V17 e 0 V51, sendo ambos caracterizados por uma IgE total
elevada (246 e 375 ng/mL, respetivamente). O individuo V17 apresenta EAST positivo para D. glomerata, tendo
reatividade para os alergénios major identificados como Dac g 1 e Dac g 5, bem como para outros alergénios
desta espécie, 0 Dac g 12 e Dac g 13. O individuo V51 também apresenta EAST positivo para D. glomerata,
tendo reatividade para os mesmos alergénios identificados no V17, apresentando também reatividade para o
Dac g 4. O soro deste individuo apresentou EAST positiva para Q. rotundifolia, com 5 bandas imunorreativas
identificadas e, apesar de apresentar EAST negativa para P. hybrida, foi também possivel identificar bandas
imunorreativas para esta espécie. Os individuos V17 e V51 fazem parte do grupo daqueles que reconhecem

serem alérgicos a pélen, sendo que a informagdo molecular é consistente com a sua percegao.

Os individuos V2 e V12 também pertencem ao grupo 2, sendo que o V2 apenas reconhece ter sintomas de
alergia na primavera e V12 apenas reconhece sofrer de alergias. O individuo V2 tem uma IgE total de 28 ng/mL
e apenas apresenta EAST positiva a Q. rotundifolia. O soro deste individuo n&o foi testado por immunoblotting a
D. glomerata, mas reconhecem-se bandas imunorreativas a P. hybrida e a Q. rotundifolia, sendo que ocorreu
uma forte inibicdo das bandas imunorreativas a Q. rotundifolia por inibigao do soro a D. glomerata. Assim, apesar
do EAST negativo a esta Ultima espécie, € de considerar a hipdtese de existir alguma sensibilizagéo a D.
glomerata. O fato de existir reconhecimento dos alergénios identificados como Pla a 2 e Pla TLP, bem como a
imunorreatividade a extrato de Q. rotundifolia, poderao, por si s6, justificar os sintomas de polinose na primavera,
identificados por este individuo, que néo Ihes atribuiu uma etiologia alérgica. No caso do individuo V12, a sua
IgE total é de 95 ng/mL e apresentou EAST positiva para D. glomerata e P. hybrida. Foi possivel identificar

reatividade aos alergénios identificados como Dac g 1, Dac g 4, Dac g 5, Dac g 13, Plaa 2 e Pla TLP. De fato, a
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informagdo molecular é consistente com a sintomatologia alérgica, sendo provavel que ocorra também na

primavera, apesar de este individuo ndo a ter identificado.

O resto dos soros testados por immunoblotting pertencem a individuos que responderam negativamente as
perguntas-chave. No caso dos individuos V6, V11, V18, V22 e V23, a sua IgE total é elevada (158, 179, 319,
106 e 114 ng/mL, respetivamente). Destes, o V6, o V11, 0 V18 e 0 V22 apresentam EAST positiva para D.
glomerata e reatividade aos alergénios identificados Dac g 1, Dac g 5 e Dac g 13. Apenas o V6 e o0 V18 reagem
ao Dac g 4. Oindividuo V23 tem EAST negativa para D. glomerata e nao foi testado em immunoblotting, contudo,
apresentou EAST positiva para Q. rotundifolia e poi possivel identificar bandas imunorreativas a esta espécie.
Os soros dos individuos V18 e V22 foram testados por Immunoblotting as trés espécies. Relativamente a Q.
rotundifolia, ambos apresentam EAST positiva e bandas imunorreativas a esta espécie. Relativamente a P.
hybrida, o V22 apresenta EAST positiva, detetam-se os alergénios Pla a 2 e Pla TLP e outras bandas
imunorreativas que sao fracamente inibidas por extrato de D. glomerata. No V18, apesar de apresentar EAST
negativa a P. hybrida, detetam-se igualmente o Pla a 2 e o Pla TLP, bem como outras bandas imunorreativas,
que sofrem uma inibig¢&o forte por extrato de D. glomerata, sugerindo reatividade cruzada entre as duas espécies.
No seu conjunto, estes individuos s&o sensibilizados a pelos menos uma das espécies testadas, sendo

assintomaticos ou, se alérgicos, néo reconhecem a sintomatologia.

Os individuos V7, V19, V25 e V37 tém IgE total inferior a 40 ng/mL. Destes apenas o V7 apresenta EAST
positiva a D. glomerata, com reatividade a Dac g1, Dac g 5 e Dac g 13. Os restantes apresentam reatividade
também a estes alergénios, com excecao do V19, onde ndo se detetam os alergénios major, sendo que este
individuo é o que apresenta o valor de IgE total mais baixo (11 ng/mL). O V7 apresenta ainda EAST positiva a
P. hybrida, com reatividade a Pla a 2 e Pla TLP. O V25 apresenta EAST positiva para Q. rotundifolia com bandas
imunorreativas a esta espécie. Apesar da sensibilizagdo a algumas destas espécies detetada na utilizagao das

técnicas moleculares, € possivel que estes individuos ndo apresentem sintomatologia alérgica polenes.

Quanto aos casos que apresentaram EAST negativa (V19 e V37 para D. glomerata e V2, V18 e V51 para P.
hybrida) mas apresentaram bandas imunorreativas nos immunoblottings, estes casos sugerem o fato de a
proteina no Immunoblotting estar no estado desnaturado, alterando a sua conformagéo e os epitopos assim

estarem mais expostos a ligacao.

Estes resultados sublinham a importancia de, no estudo da doenga alérgica, ser relevante poder contar com

a avaliacdo a diferentes niveis, desde o sintomatolégico ao molecular.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada uma populagéo jovem universitaria relativamente a possibilidade de sofrerem de
polinose. Para tal foi utilizada uma escala, onde foi Util para identificar a populagéo de risco, dividindo assim a
populagdo em dois grupos. Isto confirmou-se pela medigao de IgE total onde se verificou que o grupo de risco

possuia uma média de valores de IgE mais elevada que o outro grupo.

Foi testada a sensibilizagao a D. glomerata, a Q. rotundifolia e P. hybrida por EAST em 38, 23 e 21 individuos,
respetivamente. Os resultados mostram que 45% dos individuos testados apresentaram sensibilizagdo a D.
glomerata, 30% a Q. rotundifolia € 29% a P. hybrida. Tendo em conta os individuos testados relativamente as
trés espécies (21 individuos), 81% destes apresentam sensibilizacdo a pelo menos uma delas, 24% sao

sensibilizados a duas e apenas 5% apresenta sensibilizagéo as trés espécies.

Os resultados do immunoblotting também sugeriram a presenca de alergénios ja identificados no pdlen de
dactila e platano e sugerem também a possivel existéncia de alergénios para a espécie Quercus rotundifolia.
Estes resultados também sugerem a existéncia de reatividade cruzada entre as gramineas e a azinheira e as

gramineas e o platano.

Em suma, o conjunto de todos os resultados permite sugerir a existéncia de sensibilizagdo a estas trés
espécies, que sdo muito abundantes na regido do Alentejo. Assim sendo, os resultados s&o sugestivos da
ocorréncia dos sintomas de alergia respiratoria pré-sazonais a época polinica das gramineas e também que,
devido ao elevado grau de exposicdo a polen de platano e de azinheira, possam causar 0 aumento de polinose

na regido de Evora.
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Pergunta 1: Regularmente, consome bebidas alcodlicas?

Pergunta 2: E fumador?

Pergunta 3: Apresenta alguma doenca relativa ao sistema imunolégico? Se sim, refira a doenga
Pergunta 4: Pratica atividade fisica regularmente?

Pergunta 5: Apresenta alguma alergia? Se sim, especifique.

Pergunta 6: Atualmente ou regularmente, toma antibiéticos?

Pergunta 7: E diabético?

Pergunta 8: Apresenta-se frequentemente constipado entre os meses de margo € junho?
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Anexo 2: Solucoes

EAST
PBS (NaCl 136,9 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4.7 H0 2,67 Mm KH2P04 1,8 mM

Para 500 mL de solugéo pesar

v 4 gde NaCl

v' 0,19 deKCl

v 1,3535 g de NazHPO4.7 H20

v' 0,1 g de KH2P04
Tampao de Incubagéo (0,3% BSA 0,1% Tween-20 em PBS)
Para 15 ml pesar 0,045 g de BSA e 15 pL de Tween-20
Tampao de Lavagem (0,5% Tween-20)

Para 200 ml adicionar 1 mL de Tween-20

SDS-PAGE
Acrilamidal/Bis (30% T; 2,26% C)
Para 300 mL de agua destilada:

v' 87,6 g de acrilamida
v' 2,44 g de N,N-bis-metileno-acrilamida

Filtrar a solugdo e armazenar no escuro a 4°C até um méximo de 30 dias
SDS 10% (p/v)

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

Guardar a solugdo a temperatura ambiente até um maximo de 6 meses.
Tris-HCI 1,5M, pH 8,8

Dissolver 18,15 g de Tris em 60 mL de agua destilada. Ajustar a pH 8,8 com HCl e perfazer o volume até 100

mL. Guardar a solugéo no escuro a 4°C até um maximo de 3 meses.
Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

Dissolver 6 g de Tris em 60 mL de agua destilada. Ajustar a pH 6,8 com HCl e perfazer o volume até 100 mL.

Guardar a solugéo no escuro a 4°C até um maximo de 3 meses.
Tris-HCI 1,5M, pH 6,8

Dissolver 18,15 g de Tris em 60 mL de &gua destilada. Ajustar a pH 6,8 com HCl e perfazer o volume até 100

mL. Guardar a solugdo no escuro a 4°C até um maximo de 3 meses.
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Tampéao da amostra 6x (Tris-HCI 300 mM, pH 6,8; SDS 12%; Glicerol 30%; Azul de bromofenol 0,06%;
DTT 600 mM)

v 3 mL de glicerol
v 1 mL de Tris-HCl
v' 0,6 gde SDS
v' 0,46259gde DTT
v 0,003 g de azul de bromofenol
Adicionar agua destilada até perfazer 5 mL. Armazenar em aliquotas e guardar a -20°C até um méaximo de 6

meses.

Tampao de corrida 5X (Tris-HCI 125 mM, pH 8,3; Glicina 0,96%; SDS 0,5%)

v' 15,14 g de Tris base
v’ 72,06 g de glicina
v' 5gde SDS
Dissolver e perfazer até 1 L com agua desionizada. Nao ajustar o pH com &cido ou base. Guardar a 4°C. Se

ocorrer precipitacdo, coloca-lo a temperatura ambiente antes de utilizar.

APS (10%)

Preparar na hora a utilizar. Dissolver 100 mg de APS em 1 mL de agua desionizada.

Solugio corante Coomassie (MeOH 30% (v/v), Acido acético 10% (v/v), Coomassie 0,5% (m/v))

Para 1 L se solugéo adicionar:
v" 450 mL de MeOH
v 100 mL de &cido acético
v 5 g de Coomassie Brilliant Blue

Filtrar a solu¢do e armazend-la, protegida da luz, a temperatura ambiente.

Solugao descorante (MeOH 30% (v/v), Acido acético 10% (v/v))

Para 1 L de solugao adicionar:
v 300 mL de MeOH
v 100 mL de &cido acético

Guardar a temperatura ambiente.
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Immunoblotting

Tampao de Transferéncia (Tris 25 mM pH 8,3, Glicina 192 mM, MeOH 20%, 0,037% SDS)

Para 1 L de solucao adicionar:
v 3,03 g de Tris
v 14,4 g de glicina
v 200 mL de metanol
v" 0,36 g de SDS ou 3,7 mL de SDS 10%

N&o adicionar acido ou base para ajustar o pH.

Ponceau S (0,2%)

v" 0,2% de Ponceau

v" 3% de acido acético

TBS 10X (Tris-HCI 250 mM, NaCl 1,5 M, pH 7,6)

Para 1 L de solugéo adicionar:
v 30,28 g de Tris
v’ 87,66 g de NaCl
Acertar o pH e guardar a 4° C.

TBST 1X (Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6)

Diluir 100 mL em agua destilada, até perfazer o volume de 1L. Adicionar 1 mL de Tween-20.

Anexo 3: Equipamentos

v' Agitador Magnético
Banho seco

Bio-Rad Gel doc (sistema)
Congelador

Frigorifico

NN NN

Bio-Rad (USA)

v" Sistema de IEF Model 111 Mini IEF Cell da

Bio-Rad (USA)

Sistema de eletroforese Mini-Protean-3 da

DN N N N N

Balanca analitica (Metler HK 160)

Banho termostatizado a 55°C com agitagéo
Centrifuga de bancada (spin)
Espetrofotometro UV-visivel (Hitachi
Medidor de pH

Sistema Mini  Trans-Blot  Electroforetic
Transfer Cell da Bio-Rad (USA)
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