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RESUMO

Fundamento: A optimizagao das amostras de pdlen para analise electroforética constitui uma etapa fundamental
na caracterizagao bioquimica de um extracto, nomeadamente para espécies acerca das quais nao se conhecem estudos
do ponto de vista alergologico. Objectivos: Em consonancia com a monitorizagao aerobiologica realizada na cidade do
Funchal entre 2002-2004, pretendeu-se analisar a fracgao proteica de extractos de polen de dez espécies vegetais. A se-
leccao dos extractos baseou-se nos seguintes pressupostos: i) Pertencer a uma familia cujo polen fosse frequente na
atmosfera do Funchal; i) Constituir uma descrigao nova na literatura no que concerne a caracterizagao bioquimica de
extractos proteicos. Resultados: Obtiveram-se extractos de pélen de plantas acerca das quais ndo se conheciam estu-
dos desta natureza: Acacia mearnsii,Avena barbata, Carduus squarrosus, Carlina salicifolia, Datura candida, Echium nervosum e
Urtica membranosa. A anilise electroforética revelou a existéncia de um elevado polimorfismo molecular, como no caso
de U. membranosa, D. candida e A. Barbata. O conteudo proteico de cada extracto de pélen variou entre os 2,15 mg/g de
peso fresco de Pinus pinaster e os 73,17 mg/g de A. barbata. Das dez espécies estudadas, A. mearnsii € a planta com menor
numero de bandas proteicas (9 no total). D. candida e U. membranosa apresentam 3| bandas, sendo as espécies com maior
polimorfismo proteico. Conclusdes: A ampla difusao destas espécies vegetais e sua proximidade a presenga humana
requer uma definigdo do seu caracter alergénico.Tal implica recorrer a extractos de pélen padronizados e avaliar a sua
inclusao na bateria standard de aeroalergénios epidemiologicamente relevantes para esta regiao. Neste sentido, este

estudo constituiu um contributo na optimizagao das etapas iniciais de caracterizagao dos extractos a padronizar.

Palavras-chave: Alergénios, extractos, Funchal, pdlen.
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ABSTRACT

Background: Obtaining optimum pollen samples for electrophoresis is a key step in the biochemical characterisation of al-
lergen extracts, especially in the cases of species with no prior allergological studies. Aims: We sought to analyse the protein frac-
tion of pollen extracts from 10 plant species, in line with the aerobiological screening performed in Funchal, between 2002 and
2004. Extract selection was based on the species belonging to a family whose pollen is frequent in the atmosphere of Funchal and
without prior biochemical characterisation. Results: Pollen extracts were obtained from previously unstudied plants: Acacia
mearnsii, Avena barbata, Carduus squarrosus, Carlina salicifolia, Datura candida, Echium nervosum and Urtica mem-
branosa. Electrophoresis revealed high levels of molecular polymorphism, especially in U. membranosa, D. candida and A. bar-
bata. Protein content of each pollen extract ranged from 2.15mglg of fresh weight of Pinus pinaster to 73.17mglg of A. bar-
bata. Among the ten plant species studied, A. mearnsii had the lowest number of protein bands (9 in total). D. candida and U.
membranosa had 31 bands and were the species with higher protein polymorphism. Conclusions: The broad diffusion of these
plant species and their proximity to humans reinforce the importance of determining their allergenic potential. We should con-

sider including standardised pollen extracts of these new plants in the standard aeroallergen battery for this region. This study

optimised the initial stages of extract characterisation to be standardised in the near future.

Key-words: Allergens, extracts, Funchal, pollen.

INTRODUCAO

s aerolergénios sao moléculas antigénicas que

apds o contacto com as vias respiratorias, a

pele ou as membranas mucosas de individuos
sensibilizados, sao capazes de desencadear reacgoes imu-
noldgicas associadas a IgE.Tal como a maioria dos alergé-
nios, sao proteinas ou glicoproteinas de elevada solubili-
dade e baixa massa molecular (5-100 kDa)'.

Os acaros do po, o pélo dos animais domésticos e o
polen pertencem ao grupo dos aeroalergénios mais co-
muns, sendo considerados os principais agentes implicados
na sensibilizagdo de individuos atdpicos?3.

Os alergénios polinicos nao parecem ter uma fungao
biolégica que explique a sua alergenicidade, para além da
implicada no fenédmeno da hidratagao e/ou crescimento do
tubo polinico. Em alguns casos, demonstrou-se que a sua
funcao bioquimica pode promover condigoes imunologicas
que favorecem a sensibilizagdo®. O isolamento e a caracte-

rizacao dos diferentes alergénios tem permitido definir as

INTRODUCTION

eroallergens are antigen molecules, which

can trigger IgE-mediated immunological re-

actions in sensitised individuals after contact
with the respiratory tract, skin or mucous membranes.
Like the majority of allergens, they are proteins or gly-
coproteins with high solubility and low molecular
weight (5-100 kDa)'.

House dust mites, animal dander and pollen belong to
the most common group of aeroallergens and are consi-
dered the main agents involved in the sensitisation of atopic
individuals??.

Pollen allergens do not seem to have a biological func-
tion explaining their allergenicity beyond that implicated
in the hydration and/or growth of the pollen tube.In some
cases it is shown that their biochemical function can pro-
mote immunological conditions which favour sensitivity*.
Isolating and mapping different allergens has allowed their

physico-chemical characteristics to be identified and
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suas caracteristicas fisicoquimicas e agrupa-los consoante
a fungao biologica e homologia. Os exemplos mais conhe-
cidos sao relativos a alergénios com actividade proteasica
e proteolitica, bem como profilinas e enolases®.

A primeira etapa da caracterizagao de alergénios en-
volve a preparagiao de um extracto do material biologico,
cujas solugdes utilizadas na extracgao proteica sao geral-
mente salinas, como tampao fosfato salino, tamp&es bora-
to, bicarbonato de aménia e cloreto de sédio. O tempo de
extracgao varia de algumas horas até 24 horas em agitacao
magnética. A libertagcao dos alergénios depende da tem-
peratura e do pH.Normalmente, o processo de extracgao
decorre a 4°C e a pH ligeiramente bésico>®. O extracto
aquoso assim obtido representa uma mistura heterogénea
de biomoléculas contendo potenciais alergénios.

Uma complicagao frequente nos alergénios estudados
€ que muitos deles sao moléculas polimérficas, isto é,nao
sao constituidos por uma Unica sequéncia aminoacida,
consistindo em sequéncias originadas por substituicoes de
aminoacidos numa ou varias posigoes e que dao lugar a
variagoes nas suas propriedades fisicoquimicas (massa mo-
lecular e ponto isoeléctrico). Estas sequéncias distintas sao
designadas isoformas e as suas similitudes expressas em
termos de homologia de sequéncia’.

Na caracterizagao dos alergénios,a electroforese é usada
tanto na separagao das proteinas que constituem um extrac-
to,como na avaliagao do grau de pureza de um alergénio apos
a purificagao. No estudo dos alergénios, € mais frequente a
electroforese desnaturante (SDS-PAGE) na presenca de do-
decil sulfato de sédio, detergente anidnico que complexa com
a proteina®?!% O isolamento e purificagdo de proteinas aler-
génicas devera ndo so facilitar a estandardizagao dos reagen-
tes usados no diagnostico e tratamento da doenga alérgica,
mas também promover a seguranga e a eficiéncia de tais
reagentes. Este trabalho teve como objectivo analisar a frac-
cao proteica de extractos de pdlen, cuja selecgao se baseou
nos seguintes pressupostos: i) Pertencer a uma familia cujos
polenes sejam frequente na atmosfera do Funchal; ii) Cons-

tituir uma descricao nova na literatura no que se refere a

grouped according to their biological function and homol-
ogy.The better-known examples pertain to allergens with
protease and proteolytic activity, as well as profilins and
enolases*.

The first step in characterising allergens involves
preparing an extract of biological material in saline so-
lutions, as phosphate-buffered saline, borat-buffers, am-
monium bicarbonate or sodium chloride. Extraction
time ranges from a few to 24 hours with magnetic stir-
ring. Allergen release depends on temperature and pH.
The extraction process usually takes place at 4°C in a
slightly basic pH medium®¢. The aqueous extract ob-
tained is a heterogeneous mixture of biomolecules con-
taining potential allergens.

A frequent complication in the studied allergens is
that many of them are polymorphic molecules, that is.
they do not consist of a single amino acid sequence, but
sequences originating from amino acid substitutions in
one or more positions. They also have varied physico-
-chemical properties (molecular weight and isoelectric
point).These distinct sequences are known as isoforms
and their similarities are expressed in terms of sequence
homology’.

During allergen characterization, electrophoresis is
used to separate proteins in the extract and to evaluate
the purity level of an allergen after its purification.Sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
-PAGE) is a denaturating electrophoresis, frequently used
in allergen studies. SDS is an anionic detergent which ap-
plies a negative charge to each protein. Isolating and pu-
rifying allergenic proteins facilitates both standardization
of the reagents used in the diagnosis and treatment of
allergic disease and promotes the safety and efficacy of
the reagents.

This study aimed to analyze the protein fractions
of pollen extracts selected, from species belonging to
plant families whose pollen is frequent in the atmos-
phere of Funchal and for which there was no prior

biochemical characterisation. Protein polymorphism
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caracterizagao bioquimica de extractos proteicos. A analise
do polimorfismo proteico permitira inferir sobre o seu po-
tencial alergénico comparativamente ao de outros taxones

descritos e taxonomicamente relacionados.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Na realizagao deste trabalho foi utilizado o pdlen de
dez espécies de plantas provenientes do Funchal, com ex-
cepgao das Asterdceas, colhidas em Porto Moniz e Encu-
meada:Artemisia argentea (Asteraceae), Carduus squarrosus
(Asteraceae), Carlina sdlicifolia var. salicifolia (Asteraceae),
Echium nervosum (Boraginaceae), Ricinus communis (Euphor-
biaceae), Acacia mearnsii (Fabaceae), Pinus pinaster (Pinace-
ae), Avena barbata (Poaceae), Datura candida (Solanaceae)
e Urtica membranosa (Urticaceae).

Do estudo aerobiolégico da cidade do Funchal reali-
zado no periodo 2002-2004, foi possivel identificar as fa-
milias mais frequentes no ar e seleccionar as espécies para
posterior analise bioquimica.

Optamos por identificar as oito familias de pdlen mais
frequentes,a fim de seleccionar uma espécie que apresentas-
se uma distribuigao frequente na cidade do Funchal.No caso
das Asteraceae, foram incluidos os géneros Carduus e Carlina
devido ao facto de fazerem parte de uma linha de investigagao
anterior; relativa a caracterizagao proteica do pélen de Aste-
raceae da Madeira. Pela andlise bioquimica pretendeu-se es-
tudar a fracgao proteica destes extractos, cuja composi¢ao

nao esta todavia documentada na literatura.

Tratamento do material

As flores foram colhidas durante a floragao. O material
foi colocado em estufaa 37°C, durante 24 horas e procedeu-
-se ao isolamento das anteras maduras e do polen das par-
tes florais para a extracgao das proteinas. Em relagao a E.
nervosum e D. candida, com o auxilio de uma lupa, Leica Wild

M3, seleccionaram-se as anteras onde havia pélen. Do mes-

analysis allows us to draw inferences on their aller-
genic potential compared to taxones already mapped

and taxonomically related.

MATERIAL AND METHODS

Vegetable material

This study used pollen from |0 plant species from
Funchal, except for the Asteraceae which were collected
in Porto Moniz and Encumeada: Artemisia argentea (Aste-
raceae), Carduus squarrosus (Asteraceae), Carlina salicifolia
var.sdlicifolia (Asteraceae), Echium nervosum (Boraginaceae),
Ricinus communis (Euphorbiaceae), Acacia mearnsii (Faba-
ceae), Pinus pinaster (Pinaceae), Avena barbata (Poaceae),
Datura candida (Solanaceae) and Urtica membranosa (Ur-
ticaceae).

From the aerobiological screening performed in
Funchal, during 2002-2004, it was possible to identify which
plant families had most frequently pollen in the atmosphere
of Funchal, and select the species for subsequent bioche-
mical analysis.

We chose to identify the 8 most frequently found pol-
len families, so as to select species frequent in the atmos-
phere of Funchal. The Asteraceae genera Carduus and Car-
lina were included, as they were part of a former line of
research into characterising Asteraceae pollen protein in
Madeira. We used biochemical analysis to study the ex-
tract’s protein fraction from which there was no prior

biochemical characterisation.

Treatment of biological material

The flowers were picked during their flowering pe-
riod. The material was stored in a incubator at 37°C,
for 24 hrs, and the mature anthers and pollen from the
floral parts were isolated for protein extraction. We
used a Leica Wild M3 magnifying glass to select the pol-
len bearing anthers of E. nervosum and D. candida and

separate the P. pinaster pollen sacs. The whole flower
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mo modo, se separaram os sacos polinicos de P. pinaster. Nas
restantes plantas, devido ao reduzido tamanho das pegas
florais,isolou-se a flor na totalidade.Em seguida, separaram-se
manualmente as partes florais utilizando uma rede de malha
com 125 pym diametro, de forma a reter o material e trans-
ferir as anteras e os graos de polen para uma caixa de Petri.
Confirmou-se o grau de pureza do material separado por
observagao ao microscépio optico. As amostras foram con-

servadas a temperatura de -85°C, para posterior analise.

Extraccdo das proteinas do pélen

Os extractos de proteinas do polen foram preparados
seguindo o procedimento de extracgao de alergénios adop-
tado pelos laboratérios Alk-Abello, S.A — Madrid. Pesou-se
para um gobelé 0,900 g de material vegetal de P, pinaster e
0,200 g para as restantes espécies. A extracgao iniciou-se
com a homogeneizagao do polen numa solugao de tampao
fosfato 0,1 M, pH 7, numa proporgao de 1:10 (p/v), em
agitacao magnética, durante 90 minutos e a temperatura de
4°C. O polen de P. pinaster esteve em agitagao durante 180
minutos. Transferiu-se a suspensao para um tubo, foi a cen-
trifugar a 12 000 g, durante 30 minutos a 4°C (Jouan KR
22i). O sobrenadante foi recolhido com uma pipeta de Pas-
teur para tubos de ensaio e o sedimento foi eliminado. O
sobrenadante foi filtrado em filtros Millipore de tamanho

de poro 0,45 um e armazenado em eppendorfs a -18°C.

Dialise

Procedeu-se a didlise do extracto,antes da filtragem com
filtros Millipore, dado verificar-se uma melhor definicao dos
perfis electroforéticos. A didlise do extracto proteico
realizou-se contra o tampao de extracgao usando uma mem-
brana de poro 12 a 14 KDa (Medicell International), duran-
te 24 horas a 4°C. O dialisado foi centrifugado a 12000 g,
durante 30 minutos a temperatura de 4°C (Jouan KR 22I).

Quantificacdo proteica
A quantificagao proteica total realizou-se segundo o

método de Lowry''.Foi elaborada uma recta de calibragio

was isolated in the remaining plants due to the reduced
size of the floral parts. Next, we manually separated the
floral parts using a 125 pm net mesh to retain the ma-
terial and transfer the anthers and pollen grains to a
Petri dish. We used an optical microscope to confirm
the purity level of the separated material. The samples
were preserved at a temperature of -85°C for poste-

rior analysis.

Pollen protein extraction

The pollen protein extracts were prepared following
the allergen extraction procedure adopted from the Alk-
-Abello, S.A — Madrid laboratories.We measured 0.900
g of P. pinaster vegetable material and 0.200 g of the
remaining species into a beaker. Extraction began with
the homogenization of the pollen in a 0.1 M, pH 7
phosphate-buffered saline solution at a 1:10 (w/v) pro-

portion in magnetic stirring, for 90 min,at a temperature

of 4°C.The P. pinaster pollen was stirred for 180 min.

The suspension was transferred to a tube and centri-
fuged at 12000 g for 30 min at 4°C (Jouan KR 22i).The
supernatant was collected into test tubes using a Pasteur
pipette and the sediment discarded.The supernatant was
filtered using 0.45 pm Millipore filters and stored in
eppendorfs at -18 °C.

Dialysis

We performed dialysis on the extract before Millipore
filter filtering as this gives a sharper definition of the elec-
trophoretic profiles. Protein extract dialysis was perfor-
med against the extraction buffer using a 12 — 14 KDa
pore membrane (Medicell International) for 24 hrs at 4°C.
The dialyzed material was centrifuged at 12000 g, for
30 min, at 4°C (Jouan KR 22I).

Protein assay
Total protein quantification was performed using the
Lowry method'". A calibration curve was prepared with

a |.5 mg/ml bovine serum albumin (BSA) solution which
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com uma solugao de albumina sérica de bovino (BSA) de
[,5 mg/ml, que permitiu a determinagao do contetdo pro-
teico nas amostras. Na construgao da recta utilizaram-se
os valores médios das absorvancias de seis duplicados por

concentragao proteica.

Caracterizacdao molecular

Para determinar o tamanho molecular das proteinas,
assim como para comprovar o seu grau de pureza, utilizou-
-se a técnica SDS-PAGE. Neste trabalho foram utilizados
géis de glicina preparados no laboratério. As electrofore-
ses realizaram-se em condi¢oes redutoras. Nestas condi-
¢oes adicionou-se a amostra 2-mercaptoetanol a uma

concentracio final de 5%°8.

Preparacdo de extractos

Os extractos foram diluidos em tampao fosfato 0,1 M,
pH 7 (tampao de extracgio),na proporgao de I:1 (v/v).Apos
esta diluicao, pipetou-se para um eppendorf 40 pl de extrac-
to diluido e 20 pl de tampao de tratamento (12,5% Tris-HCI
0,5 M; pH 6,8; 10% de glicerol 10%;20% de SDS 10%; 5% de
2-mercaptoetanol e 2,5% de azul de bromofenol a 5%)
Agitou-se a mistura no vortex e incubou-se num banho ter-
mostatizado a temperatura de 100°C, durante 5 minutos.

Foram utilizados como padrdes de massa molecular
os marcadores do Kit Low Molecular Weight (Amersham
Pharmacia Biotech): fosforilase B (97,4 kDa), BSA (66,2
kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbénica (31,0
kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa) e lisozima (14,4 kDa).
Adicionou-se | pl do Kit a 49 pl de tampao de tratamen-
to, e incubou-se a mistura da mesma forma das amostras,

durante 3 minutos.

Electroforese desnaturante (SDS-PAGE)

A electroforese decorreu segundo o método de
Laemmli'?, num sistema tampéo de pH descontinuo. A pre-
paracio do gel foi feita de acordo com Blattle'®. Assim, o
gel de separacio foi preparado com a jungao de 3,1 ml de
agua destilada, 2,5 ml de Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, 100 pl de

was used in the determination of the protein content
of the samples. Mean absorbency values for 6 duplicates
per protein concentration were used to generate the

curve.

Molecular characterization

We used the SDS-PAGE technique to determine the
molecular size of the proteins and assess their purity level.
We used laboratory prepared glycine gels in this study.
Electrophoresis were performed under reductive condi-
tions and 2-mercaptoethanol at a final concentration of

5% was added to the sample®.

Preparation of extracts

The extracts were diluted in a |:1 (v/v) 0.1 M, pH 7
phosphate buffer (extraction buffer). After this dilution,
40 pl of the diluted extract and 20 ul of the treatment
buffer (12.5% Tris-HCI 0.5 M; pH 6.8; 10% of glycerol 10%;
20% of SDS 10%; 5% of 2-mercaptoethanol and 2.5% of
bromophenol blue at 5%) were put into an eppendorf
using a pipette. The mixture was agitated in the vortex
and incubated in a thermostated water bath at 100 °C for
5 min.

Markers from the Low Molecular Weight Kit (Amer-
sham Pharmacia Biotech) were used as molecular weight
patterns: phosphorylase B (97.4 kDa), BSA (66.2 kDa),
ovalbumin (45.0 kDa), carbonic anhydrase (31.0 kDa),
trypsine inhibitor (21.5 kDa) and lysozyme (14.4 kDa).
Then, | pl of the Kit was added to 49 pl of treatment buf-
fer and the mixture incubated, in the same way as the

samples, for 3 min.

Denaturanting electrophoresis (SDS-PAGE)
Electrophoresis was performed following the Laem-
mli method'? in a discontinuous pH buffer system. The
gel was prepared accordingly Blattle'3; the resolving gel
was prepared with 3.1 ml of distilled water, 2.5 m| of
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8, 100 pl of SDS 10%, 4.3 ml of
polyacrylamide (9.68% acrylamide: 0.26% bis- acryla-
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SDS 10%,4,3 ml de poliacrilamida (9,68% acrilamida: 0,26%
bis-acrilamida), 75 pl de persulfato de amonio (PSA) a
30mg/mle20uldeTEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenodiamina).
Apos agitagdo, o gel com uma concentragio de poliacrila-
mida de 12,5%, foi adicionado a sandwich das placas de vidro,
aguardou-se a sua polimerizagdo (aproximadamente 30
minutos). O gel de concentragao foi obtido através da jun-
¢do de 6, ml de agua destilada, 2,5 ml de Tris-HCI 0,5 M,
pH 6,8, 100 pl de SDS 10%, 1,3 ml de poliacrilamida (9,68%
acrilamida: 0,26% bis-acrilamida), | 50 pl de PSA a 30 mg/ml
e 40 pl de TEMED. Apés agitagao, o gel, com uma concen-
tragao de poliacrilamida de 4%, foi adicionado ao sistema.

Aplicaram-se |5 pl de marcador num pogo e |5 pl de
extracto incubado nos restantes pogos. Para uma melhor
visualizagcao da separacgao electroforética, adicionou-se
20 pl de azul-de-bromofenol a 1% no reservatério do
tampao do eléctrodo catddico. Os géis foram montados
na tina de electroforese contendo tampao de eléctrodos
(9 g de Tris-HCI, 43,2 g de glicina, 3,0 g de SDS e 600 ml
de agua destilada) e tampao tanque (9 g de Tris-HCI, 43,2
g de glicina e 600 ml de agua destilada).

A separagio electroforética decorreu no sistema Mini-
-Protean 3 Cell (Bio-Rad) a uma voltagem constante de
200V, durante | hora e 10 minutos. O aparelho foi man-
tido numa tina com gelo até a superficie. Os géis foram
preparados pelo menos por duas vezes e o erro experi-

mental para cada proteina ou péptido foi inferior a 10%.

Revelacdo das proteinas

A revelagao do gel e a detecgdo das proteinas foi rea-
lizada com nitrato de prata, segundo Blum'4, em agitacio
constante e a temperatura ambiente. A secagem dos géis

decorreu no Gel Air Dryer (Bio-Rad) durante uma hora.

Determinac¢ido da massa molecular em SDS-PAGE

Mediante a electroforese foi possivel determinar a
massa molecular de cada banda diferenciada por densito-
metria, através do programa informatico Photo Capt Mw

(Amersham).

mide), 75 pl of ammonium persulfate (PSA) at 30 mg/ml
and 20 pl of TEMED (N, N, N’, N’- tetramethylenedi-
amine). After agitation, the 12.5% polyacrylamide gel
solution was added to the glass plate sandwich for po-
lymerization (approximately 30 min). The stacking gel
was obtained by adding 6.1 ml of distilled water, 2.5 ml
of Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, 100 pl of SDS 10%, 1.3 ml of
polyacrylamide (9.68% acrylamide:0.26% bis-acrylamide),
150 pl of PSA at 30 mg/ml and 40 pl of TEMED. After
agitation, the gel with a 4% polyacrylamide concentration
was added to the system.

We used |5 pl of marker in a well and 15 pl of incu-
bated extracts in the remaining wells. For a better visua-
lization of electrophoretic separation, we added 20 pl of
bromophenol blue at 1% to the cathode electrode buffer
reservoir.The gels were mounted in the electrophoresis
tank containing electrode buffer (9 g of Tris-HCI, 43.2 g
of glycine, 3 g of SDS and 600 ml of distilled water) and
the tank buffer (9 g of Tris-HCI, 43.2 g of glycine and 600
ml of of distilled water).

Electrophoretic separation was performed using the
Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad) system at a constant 200
V voltage for |h and 10 mins.The equipment was kept in
a tank with ice up to the surface.The gels were prepared
at least twice and the experimental error for each protein

or peptide was below 10%.

Protein staining

Gel revelation and protein detection was perfor-
med using silver nitrate, in line with the Blum'* me-
thod, in constant agitation and at room temperature.
The gels were dried in the Gel Air Dryer (Bio-Rad)
for | hr.

Determining the molecular weight in SDS-PAGE

Electrophoresis allowed the determination of the mo-
lecular weight of each band, which were differentiated by
densitometry using the IT Photo Capt Mw (Amersham)

software.
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RESULTADOS

No processo de extracgao das proteinas do polen, a
quantidade de material vegetal utilizada foi a mesma para
todas as espécies (0,2 g), a excepcao de P. pinaster (0,9 g),
como se pode observar no Quadro |. A recta de calibra-
¢ao da BSA permitiu determinar o conteldo proteico de
cada extracto. A partir desse valor, fez-se um calculo da
concentragao proteica por grama de material fresco.

No Quadro 2 apresenta-se a variagao das concentra-
¢oes proteicas entre as amostras, que varia entre 2,15 a
73,17 mg/g peso fresco. U. membranosa e P. pinaster apre-
sentam os valores mais baixos, ao contrario de C. squarro-
sus, que surge como a espécie com maior concentragao
de proteinas no polen.

Para a obtengao de perfis electroforéticos que permi-
tissem a determinagao eficaz da massa molecular das pro-
teinas, fizeram-se diluicdes seriadas da maioria dos extrac-
tos,até a obtencao da quantidade de proteina ideal. Como

se pode observar no Quadro 2,e em comparagao com o

RESULTS

The amount of vegetal material used in the pollen
extraction process was the same for all species (0.2
g) except for P. pinaster (0.9 g),as shown inTable |.The
BSA calibration curve allowed the protein content of
each extract to be determined. We used this value to
calculate the protein concentration per gram of fresh
material.

Table 2 shows the protein concentrations among the
samples, which ranged from 2.15 to 73.17 mg/g of fresh
weight. U.membranosa and P.pinaster had the lowest values,
while C. squarrosus was the species with the highest pollen
protein concentration.

To obtain electrophoretic profiles which would al-
low accurate determination of the proteins’ molecu-
lar weight, we performed successive dilutions of the
majority of the extracts until we obtained the ideal
amount of protein. As shown in Table 2, and compar-

ing with Table |, the concentrations of A. mearnsii and

Quadro I. Quantidade de material vegetal utilizada na extracgao e conteudo proteico de cada extracto de pdlen
Table I. Quantity of vegetal material used in the extraction and protein content of each pollen extract

, . Quantidade Contetdo de proteina CEMEIEE B2 e
Espécie / A em mg/g peso fresco /
. de material (g) / (pg/ml) / >
Species Quantity of material (g) Protein content (ug/ml) Protein content mglg
y g ke of fresh weight
Artemisia argentea 0.2 787.00 39.35+0.82
Carduus squarrosus 0.2 1093.10 54.66 = |.45
Carlina salicifolia 0.2 670.30 33.50 + 0.06
Echium nervosum 0.2 202.60 10.13 £ 0.31
Ricinus communis 0.2 635.90 31.80 £ 0.01
Acacia mearnsii 0.2 242.60 12.13 + 5.98
Pinus pinaster 0.9 193.67 2.15+9.78
Avena barbata 0.2 1463.48 73.17 £ 3.25
Datura candida 0.2 784.80 39.24 £ 1.90
Urtica membranosa 0.2 137.00 6.85 £ 2.04
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Quadro 2. Concentragdo proteica (ug/ml) dos extractos apos diluigao
Table 2. Protein concentration (ug/ml) of the pollen extracts after dilution

Espécie / Concentracdo de proteina (ug/ml) /
Species Protein concentration (ug/ml)

Artemisia argentea 300

Carduus squarrosus 300

Carlina salicifolia 175

Echium nervosum 160

Ricinus communis 190

Acacia mearnsii 242.60

Pinus pinaster 193.67

Avena barbata 365

Datura candida 220

Urtica membranosa 120

Quadro |, em A. mearnsii e P. pinaster as concentragoes
mantiveram-se. Em relagdo a A. mearnsii, foi preparado so-
mente um extracto proteico, dado que para P. pinaster foi
necessario realizar trés extracgoes por experiéncia. Man-
tendo o volume de solvente (tampao fosfato 0,1 M, pH 7),
aumentou-se a quantidade de material vegetal utilizado no
processo de extracgao, até se obter um extracto com
proteina suficiente que permitisse detectar, através de
electroforese, as fracgoes proteicas presentes no polen.
Na Figura | podemos observar os perfis electroforé-
ticos dos extractos dependendo da quantidade de prote-
ina introduzida por pogo. Com a excepgao de C. sdlicifolia,
A.mearnsii e A.barbata, para cada espécie sao apresentados
trés perfis por extracto, correspondentes a diferentes
quantidades de proteina, a proteina ideal (ao centro), e
acima ou abaixo desta quantidade. Como haviamos men-
cionado, realizaram-se trés extrac¢oes do polen de P. pi-
naster. Na Figura | estda documentado o perfil de cada
extracto, sendo o terceiro o mais concentrado e o que
proporciona uma melhor detecgao das bandas. Relativa-
mente aos ensaios efectuados com A. mearnsii, somente

estdo representados dois perfis, o que corresponde a

P. pinaster remained the same. Only one protein ex-
tract of A. mearnsii was prepared, as we had to prepare
three extractions of P. pinaster per experiment. While
maintaining the volume of the solvent (phosphate buf-
fer 0.1 M, pH 7), the amount of vegetal material used
in the extraction process was increased until we ob-
tained an extract with enough protein that allowed
detection of the pollen protein fractions using elec-
trophoresis.

Figure | displays the extracts’ electrophoretic profiles
with varying quantities of protein applied per well. With
the exception of C. sdlicifolia, A. mearnsii and A. barbata,
three profiles per extract are presented for each species,
corresponding to different protein quantities: the ideal
protein quantity (in the centre),and above and below this
quantity. As stated, we performed three extractions of
pollen for P. pinaster. Figure | shows each extract’s profile.
The third is the most concentrated and allowed a better
detection of bands. Only two profiles are represented for
A. mearnsii, one corresponding to the ideal quantity and
the other representing a lower quantity.The same is true

for C. salicifolia, but in addition to the sample with the
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Figura |. Perfis electroforéticos dos extractos de cada espécie em fungdo da quantidade de proteina (pg) introduzida no pogo
Figure I. Electrophoretic profiles of the extracts of each species in relation to the quantity of protein (ug) applied in the well

quantidade ideal, e o que representa uma quantidade infe-
rior a esta. O mesmo acontece com C. sdlicifolia, mas, além
da amostra cuja quantidade ¢ a ideal, é apresentado outro
perfil com valor ligeiramente superior.

A massa dos polipéptidos é dada no Quadro 3. Das
dez espécies estudadas, A. mearnsii é a planta com menor
numero de bandas proteicas (9 no total). D. candida e U.
membranosa apresentam 3 | bandas,sendo as espécies com
maior polimorfismo proteico.

Na optimizacao das técnicas de extracgao e electro-

forética, compararam-se os perfis electroforéticos de

ideal quantity, another profile with a slightly higher value
is presented.

The polypeptide weights are shown in Table 3. Of
the ten species studied, A. mearnsii is the plant with
the lowest number of protein bands (9 in total). D.
candida and U. membranosa have 31 bands, making
them the species with the highest protein polymor-
phism. During optimization of the extraction and
electrophoresis techniques, we compared the elec-
trophoretic profiles of samples treated with

2-mercaptoethanol against samples treated with thio-
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Quadro 3. Massas moleculares (kDa) das proteinas do pdlen das espécies estudadas

Table 3. Molecular weights (kDa) of the pollen proteins from the studied species

d,:lll)r::;: || Artemisia Carduus Carlina Echium Ricinus Acacia Pinus Avena Datura Urtica
Number argentea | squarrosus | salicifolia nervosum | communis mearnsii pinaster barbata candida | membranosa
of bands

I 138.33£0.10 | 150.01 £324 | 15071 £2.22 | 150.01 +0.90 | 144.62£092 | 66.66+4.33 | 96.59+055 | [11.53+356 | 150.71£022 | 150.71 £ 1.00
2 H7.10£1.30 | 9430£0.09 | 101.58+346 | 139.63+7.99 | 119.084333 | 6435122 | 7658+3.13 | 10572+ 211 | 129.72£2.10 | 105.56 £ 0.65
3 7840£034 | 67.53£009 | 10211£390 | 11591 £389 | 8322001 | 5727 £556 | 42.02£033 | 91.63£045 | 9283£0.05 | 96.09£ 04

4 6837+000 | 56.67£0.13 | 90.67£445 | 4054344 | 70.10+073 | 51274002 | 3861030 | 8425+001 | 83.96+044 | 86.18%00]

5 5802£220 | 5043113 | 8537006 | 3840£0.15 | 62432001 | 4740£320 | 3570£6.90 | 77.26£005 | 76.77+023 | 77.96£0.03
6 53894030 | 45.13£245 | 77.02+11.03 | 3368023 | 57.33+001 | 45844324 | 31.82£0.09 | 7172+0.10 | 7152£0.I1 | 73.96£0.34
7 4798421 | 4333+002 | 69.60£290 | 3027 LIl | 5582+000 | 43.98£0.13 | 2745£2.00 | 6384+289 | 6337£044 | 67741499
8 45524002 | 4146+ 121 | 61122189 | 27.93+056 | 52924340 | 4236+ 189 | 2531+133 | 5836+489 | 6298+0.13 | 6483+299
9 4226£003 | 40.16£0.11 | 5887340 | 2535+789 | 5021 £054 | 33042007 | 2479+045 | 5424£390 | 5892£3.13 | 62.08+455
10 3890000 | 3652+481 | 5524£001 | 22354377 | 4554+ .13 276+400 | 51824594 | 55634299 | 5374599
1 3652410 | 3184+201 | 51.74£002 | 21.07£0.00 | 43.13£0.00 2303141 | 4934£002 | 53214002 | 5003%103
12 3494032 | 2983+001 | 46254090 | 2022£0.03 | 4040030 1982£0.00 | 4676+ 211 | 50.87£222 | 4542+0.00
13 3009£0.12 | 25.68+089 | 41.16£009 | 1970088 | 3891091 19.11£0.03 | 4571+ 188 | 4744£001 | 40.27£9.88
14 2678£1.10 | 2349002 | 3715278 | 1740£344 | 36272001 18.14£000 | 44792788 | 4458091 | 3802103
15 2257+0.15 | 22264523 | 3428£001 | [654£465 | 33.12+003 1740£0.77 | 43.83+200 | 4350£001 | 3628%15.1

16 2181£000 | 21.60£322 | 3002323 31.60 £ 0.00 [641 £589 | 4221388 | 39941489 | 3340£032
17 2138+ 1.16 | 2059£190 | 2694 %6.02 3044 £7.54 1560301 | 40.14+466 | 36.50£598 | 3097+021

18 2075£3.34 | 1785£0.00 | 2276 £245 2874£786 3731 £360 | 3531£377 | 29.17£0.65

19 18.12£227 | 16424356 | 2089£0.34 2729 +6.14 3335009 | 3268+4.14 | 27.724058
20 1259£001 | 1486000 | 1939445 26.70 £7.00 3164 £000 | 31.64£7.00 | 25421283
21 1363£266 | 1579289 2459 +501 2961 £023 | 2978+001 | 24.19£399
2 1130£478 | 1483003 2857 +044 | 2897£002 | 2288£478
23 1377 £1.08 27324400 | 27.11£004 | 21.98+9.00
24 2174 £201 | 2535£335 | 20.99£6.03
25 2012001 | 2227416 | 20.16£674
26 18.13£0.10 | 2081 £225 | 19.08% 129
27 1989 £2.00 | 17.36 462
28 1840081 | 1655+3.12
29 1751 +188 | 1550£133
30 17032044 | 1345037
3l 1469031 | 12342001
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amostras tratadas com 2-mercaptoetanol e de amostras
tratadas com tioglicol, ndo tendo sido detectadas diferen-

cas entre os dois perfis.

DISCUSSAO

O procedimento de extraccdo proteica

Neste trabalho adoptou-se um procedimento de ex-
tracgdo que recomenda 90 minutos de agitagdo magnética.
P. pinaster foi a Unica espécie em que houve necessidade de
aumentar este tempo, bem como a quantidade de material
vegetal usado na preparagao do extracto. O aumento do
tempo de agitagdo para 180 minutos e a quantidade de
material para 0,9 g permitiu a visualizagao das proteinas
extraidas. Contudo, estd documentado que Pinus tem um
baixo conteldo proteico, o que corrobora os resultados
obtidos'>. Num estudo realizado com trés espécies de co-
niferas, verificou-se que quanto maior o tempo de extracgao,
mais proteinas com diferentes massas ocorrem no extracto.
Verificou-se ainda, na preparagao de extractos de pélen,que

o tempo de extracgdo nunca ¢ inferior a 60 minutos'>!%!7.

A eluicio proteica

Estudos com Pinus sp. revelaram a existéncia de individuos
com reacgdo positiva ao seu polen; contudo, este continua a
ndo ser considerado importante do ponto de vista clinico'®.
De acordo com esses autores, ha estudos que demonstram
que os alergénios de varias plantas sio libertados do grao de
polen rapidamente e em grandes quantidades. Esta rapida elui-
¢ao dos alergénios e o facto dos sintomas de rinite aparecerem
em segundos a minutos apos um teste de provocagao nasal
sugerem que,em condigoes naturais,a libertagao de alergénios
também ocorre rapidamente®. As particulas aerobioldgicas sdo
removidas da nasofaringe em 5-10 minutos e permanecem na
laringe cerca de 20 minutos antes de entrarem no tracto gas-
trintestinal. Por esta razao, a rapida libertagao dos alergénios é
um factor importante na reacgio alérgica'®. Contudo, ha pro-

teinas que se libertam mais rapidamente do que outras. Esta

glycol,and no differences were detected between the

two profiles.

DISCUSSION

Protein extraction procedure

We used an extraction procedure that recommen-
ded 90 min of magnetic stirring. P. pinaster was the only
species needing an increase of time and amount of
vegetal material used in the preparation of the extract.
The increased stirring time was 180 min and the
amount of material was 0.9 g, which allowed the de-
tection of extracted proteins. However, Pinus has been
documented as having a low protein content'®, in line
with the results we obtained. In a study with three
species of conifers, it was seen that the longer the
extraction time, the more proteins of different weights
occurred in the extract. When preparing pollen ex-
tracts, the extraction time was never less than 60

minIS,Ié,I7.

Protein elution

Studies with Pinus sp. showed that although there
are individuals with a positive reaction to its pollen,
this is still considered clinically unimportant'>. These
authors stated that there are studies showing various
plant allergens which are released from pollen grains
quickly and in large amounts. This swift elution of al-
lergens and the fact that rhinitis symptoms appear
within seconds to minutes of a nasal challenge test
suggest that there is a rapid release of allergens in
nature too®. Aerobiological particles are removed
from the nasopharynx in 5-10 min and remain in the
larynx for about 20 min before entering the gastroin-
testinal tract. Accordingly, rapid release of allergens is
an important factor in allergic reactions's. There are,
however, proteins which release faster than others.

This difference is related to the location of the protein
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diferenca esta relacionada com a localizagao da proteina no
grao de polen. Os alergénios podem ocorrer no citoplasma do
grao de polen, ou na parede interna ou externa do mesmo, na
intina e exina, respectivamente. A condigao fisiologica da plan-
ta e a funcao bioldgica dos alergénios pode determinar a sua
presenca ou auséncia, no grao de pdlen,bem como a ocorrén-

cia de determinados alergénios num dado momento®.

Optimizacdo de etapas da caracterizacdo
molecular

A separagao electroforética permite determinar o nimero
de proteinas presentes num extracto e identificar o alergénio
tendo em conta a sua massa molecular. Com excepgao de A.
mearnsii e P pinaster, houve necessidade de proceder a diluigao
do extracto inicial das outras espécies, tornando possivel a vi-
sualizagdo nitida da maioria das fracgdes proteicas. Como se
pode observar na Figura |, foi possivel obter padroes electro-
foréticos definidos. No entanto, no electroforegrama de E. ner-

vosum visualiza-se bastante arrastamento (background). Na ten-

tativa de o eliminar, o extracto foi filtrado uma segunda vez.

Contudo,este procedimento nao resultou da mesma forma que
para A. mearnsii,em que se melhorou substancialmente a visua-

lizagao das proteinas do pdlen deste extracto, apos filtragem.

Polimorfismo proteico

Quanto ao polimorfismo proteico das espécies estuda-
das, sé é possivel comparar com dados bibliograficos os
resultados obtidos de R. communis. A excepgio de Pinus
pinaster, nao foram encontradas referéncias que abordem
a caracterizagdao bioquimica dos extractos das restantes
espécies. Bahrman et al.'® efectuaram um estudo da gené-
tica de P.pinaster,no qual descreveram os padroes proteicos
do polen obtidos com diferentes métodos de extracgao.

As caracteristicas fisicoquimicas da maior parte dos aler-
génios do polen de R. communis foram descritas por Garcia-
-Gonzélez et al.". Nesse trabalho foi feito um estudo aero-
biolégico em Malaga, onde se demonstrou a existéncia de
individuos com alergia respiratéria a este polen. Foram des-

critas 22 bandas com massas moleculares entre 88 e 13 kDa

in the pollen grain. Allergens can occur in the pollen
grain cytoplasm or in its inner or outer wall, intine
and exine respectively. The plant’s physiological condi-
tion and the allergen’s biological function can deter-
mine their presence or absence in the pollen grain as
well as the occurrence of specific allergens at a given

moment®.

Optimising the molecular characterisation steps
Electrophoretic separation allows the number of
proteins in an extract to be counted and the allergen
to be identified via its molecular weight. It was neces-
sary to dilute the initial extract in all species except
for A. mearnsii and P. pinaster, for a clear visualization
of the majority of protein fractions. Figure | shows
defined electrophoretic patterns.The E. nervosum elec-
troforegram shows a great deal of background parti-
cles.The extract was filtered for a second time to try
to eliminate them.This procedure did not work as well
as for A. mearnsii in which we greatly improved the
visualization of the pollen proteins in the extract after

filtering.

Protein polymorphism

Among the studied species, only the protein polymor-
phism results of R. communis could be compared with pub-
lished data.With the exception of Pinus pinaster, we found
no references describing the biochemical characterization
of the extracts of the remaining species. Bahrman et al.'®
made a study about P. pinaster genetics in which they des-
cribed the pollen protein patterns obtained by different
extraction methods.

The physico-chemical characteristics of the majority
of R. communis pollen allergens have been described by
Garcia-Gonzalez et al."”. They made an aerobiological
study, in Malaga, which demonstrated that there are in-
dividuals with respiratory allergy to this pollen.Twenty-
-two bands with molecular weights ranging from 88 to

I3 kDa and isoelectric points ranging from 6.8 to 4.0

REVISTA PORTUGUESA DE IMUNOALERGOLOGIA

167



Irene Camara

168

e pontos isoeléctricos a variar entre 6,8 e 4,0. No presente
trabalho foram contabilizadas 2| bandas proteicas com mas-
sas a variar entre 144,62 + 0,92 e 24,59 £+ 5,01 kDa.Um dado
a ter em conta neste tipo de estudos € o da heterogeneida-
de de massa de uma proteina, que pode ser atribuida ao
polimorfismo na sequéncia oua modificages pos-traducionais,

ambas caracteristicas comuns nos alergénios?.

Asteraceae

As Asteraceas tém um papel importante na sensibilizagao
alérgica. Ambrosia, Xanthium e Artemisia sao os trés géneros
de maior relevancia. Ambrosia artemisifolia e A. trifida sao res-
ponsaveis por mais de metade dos casos de rinite alérgica
sazonal nos Estados Unidos. Artemisia vulgaris constitui uma
das principais causas de reacgoes alérgicas no final do Verao
na Europa e constitui o arbusto predominante do NE,WE e
E europeu'é. Foram isolados quatro alergénios nesta espécie,
sendo os dois primeiros, os alergénios Art v | e Art v 2,com
uma massa molecular de 60 kDa e 35 kDa, respectivamente''é,
No entanto, a informagao disponivel é discordante quanto a
massa molecular de Art v I, cuja identidade bioquimica cor-
responde a de uma proteina de defesa?'. Segundo Nilsen'é, a
analise em SDS-PAGE revela um alergénio de 60 kDa. De
acordo com Clavero?, a massa molecular de Art v | oscila
entre 27 e 29 kDa. Em relagao a Art v 2, os valores sao mais
semelhantes. Para Nilsen'®, o alergénio tem cerca de 35 kDa
e para Clavero? a massa molecular varia entre 34-38 kDa?%.
Por seu turno,Art v 3 representa uma proteina de transferén-
cia de lipidos e Art v 4 uma profilina,com 12 kDa e 14 kDa,
respectivamente®. O estudo da composi¢io proteica da pa-
rede polinica de A. argentea por PAGE e SDS-PAGE revelou
a presenca de duas proteinas de 14,5 e 15,5 kDa, para além
de outras, com massas a variar entre os 89, e os 94 kDa.

A extracgao e a separagao cromatografica por exclu-
sao molecular confirmou a presenga destas proteinas,
detectando-se outras trés de 17,41,6 e 66 kDa*.

C.squarrosus tem uma polinizagao do tipo zooiddfila e, pro-
vavelmente, o nimero de individuos sensibilizados aos alergé-

nios deste polen é muito reduzido. Segundo Behrendt?, a fonte

were described. Our study counted 2| protein bands
with weights ranging from 144.62 + 0.92 and 24.59 +
5.01 kDa.A detail to bear in mind in this type of study
is the heterogeneity of the weight of a protein, which
could be attributed to the polymorphism in a sequence
or to the post-translational modifications,both common

features in allergens®.

Asteraceae

Asteraceae play an important role in allergic sensitisa-
tion. Ambrosia, Xanthium and Artemisia are the 3 most im-
portant genera. Ambrosia artemisifolia and A. trifida are re-
sponsible for over half the cases of seasonal allergic
rhinitis in the USA. Artemisia vulgaris is a leading cause of
late summer allergic reactions in Europe and is a pre-
dominant shrub throughout NE,WE and E Europe'é. Four
allergens have been isolated in this species. The first two
were the allergens Art v | and Art v 2, with molecular
weights of 60 kDa and 35 kDa, respectively"'¢. However,
the available data on the molecular weight of Art v | is
controversial. Its biochemical identity is that of a defense
protein®'. Nilsen'® states that SDS-PAGE analysis reveals
an allergen of 60 kDa, whereas Clavero?? maintains that
the molecular weight of Art v | ranges from 27 and 29
kDa. As for Art v 2, the values are similar. Nilsen'® des-
cribes the allergen as having around 35 kDa and Clavero?
states that the molecular weight varies from 34 to 38
kDa?. In its turn,Art v 3 is a lipid transfer protein and Art
v 4 a profilin,with 12 kDa and |14 kDa, respectively?!. PAGE
and SDS-PAGE study of the pollen wall protein composi-
tion in A. argentea revealed the presence of two proteins
with 14.5 and 15.5 kDa, in addition to others with weights
ranging from 89.1 and 94 kDa.

Chromatography extraction and separation by mo-
lecular exclusion confirmed the presence of these proteins,
detecting another three with 17,41.6 and 66 kDa*.

C. squarrosus has zooidal type pollination and the
number of individuals sensitized to this pollen’s allergens

is probably quite small. Behrendt® believes that the most
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de alergénios com maior importincia no meio ambiente é o
polen das plantas anemdfilas.Tal como em A.argentea, constatou-
-se a existéncia de um polimorfismo molecular especifico da
fracgao proteica da parede polinica de C. squarrosus e Carlina
sp?. Comparativamente a outras Cynareae endémicas, C. squar-
rosus apresenta valores médios de contetido proteico na pare-
de polinica. Para além da composicao bioquimica do grao de
polen, a disposicao da camada de pollenkitt-trifina e a presenca
de um sistema de espinhos e de caveae bem desenvolvidos
reforcam o cardcter zooidfilo desta espécie?. Todavia, a aler-

genicidade de Carduus squarrosus nao esta ainda documentada.

R. communis (Euphorbiaceae)

Segundo Garcia-Gonzélez et al.'’, sdo poucos os estudos
acerca da alergenicidade do polen de R. communis. Os tra-
balhos existentes focam sobretudo a reactividade cruzada
entre alergénios de diferentes partes da planta (semente,
folhas, polen), ou a reactividade cruzada com alergénios do
polen de outras espécies. Estes investigadores identificaram
por immunoblotting treze bandas com massas moleculares
entre 67 e 14,5 kDa.Trata-se de uma planta muito frequen-
te na Madeira, e como tal seria interessante investigar, para

esta populagao, a prevaléncia de sensibilizagao a este polen.

A. mearnsii (Fabaceae)

Moreno-Escobosa et al?’ descreveram um caso de rinite
e asma ocupacional devido ao pdlen de acacia. O mecanismo
responsavel pelos sintomas era mediado pela IgE, demonstra-
do mediante teste em prick e determinagao da IgE especifica.
A SDS-PAGE demonstrou a existéncia de bandas proteicas de
35 e 55 kDa, bem como de baixa massa molecular (16, 18 e
20 kDa), cuja reactividade para com a IgE importa investigar.

A semelhanca de R.communis,A. mearnsii apresenta uma
distribuicdo muito frequente na Madeira, nomeadamente

na cidade do Funchal.

P. pinaster (Pinaceae)
Varios estudos aerobioldgicos efectuados em regices com

areas de pinhais demonstraram que o polen de Pinus sp. é bas-

significant source of environmental allergens is the pol-
len from anemophyl plants. As in the case of A. argentea,
there is a specific molecular polymorphism of the pro-
tein fraction of the pollinic wall of C. squarrosus and
Carlina sp.In comparison with other endemic Cynareae,
C. squarrosus has medium level of pollen wall protein
content values. In addition to the biochemical composi-
tion of the pollen grain, the disposition of the pollenkitt-
-tryphine layer and the presence of a system of well
developed spikes and caveae underline the zooidal cha-
racter of this species?. Carduus squarrosus allergenicity

is not yet documented.

R. communis (Euphorbiaceae)

According to Garcia-Gonzalez et al.'® the studies about
the allergenicity of R. communis pollen are scarce.The stu-
dies which do exist focus mainly on the cross reactivity
between different parts of the plant (seed, leaves, pollen)
or the cross reactivity with pollen allergens of other spe-
cies. These researchers used immunoblotting to identify
I3 bands with molecular weights ranging from 67 to 14.5
kDa.This plant is commonly found in Madeira, making it
interesting to determine the rate of sensitization in the

local population.

A. mearnsii (Fabaceae)

Moreno-Escobosa et al.”’ described a case of acacia
pollen-related occupational rhinitis and asthma. An IgE-
-mediated mechanism was responsible for symptoms, sho-
wn in the skin prick test and serum IgE assay. SDS-PAGE
showed 35 to 55 kDa protein bands and low molecular
weight bands (16, I8 and 20 kDa), whose reactivity to IgE
is worth researching.

Similarly to R. communis, A. mearnsii is frequently found

in Madeira, particularly in Funchal.

P. pinaster (Pinaceae)
Several aerobiology studies undertaken in regions

with pinewood areas have shown that Pinus sp. pollen
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tante abundante na atmosfera. Contudo, as altas concentragoes
polinicas nao significam uma elevada prevaléncia de alergia a este
polen. De todos os doentes com sintomatologia alérgica que
residem nessas zonas, apenas uma pequena percentagem reve-
la sensibilizagdo a Pinus sp.2. De acordo com Pettyjohn'*, ndo é
comum o polen de Pinus sp. ser responsavel pelo aparecimento
de sintomatologia alérgica, apesar de haver varios estudos onde
se demonstra que os testes cutdneos realizados com extracto
de polen deste género sao positivos. Ha varias hipoteses que
justificam a sua hipoalergenicidade. Alguns autores consideram
que a camada de cera que cobre o pdlen, retarda o processa-
mento dos alergénios. Outros sugerem que o polen é demasia-
do grande para entrar nas vias respiratorias, apesar de estar
documentada a sua presenca no tracto respiratorio. Outros

investigadores sugerem que o seu baixo contetdo proteico o

torna pouco alergénico.Num trabalho realizado por Pettyjohn'®,

a analise comparativa da solubilidade das proteinas do pdlen de

algumas coniferas revelou que nos primeiros minutos de extrac-

¢ao Pinus echinata era a espécie que libertava menos alergénios.

Este resultado parece suportar a hipétese de a camada de cera
do polen de Pinus sp. estar relacionada com a sua hipoalergeni-
cidade, retardando a libertagao dos alergénios. Hipoteticamen-
te,a presenca de elevadas quantidades de esterases e de parti-

culas poluentes podera induzir uma resposta alérgica®.

D. candida (Solanaceae)

Como foi mencionado, o pélen anemofilo assume um
papel importante na sintomatologia alérgica. Porém, ha
espécies com polinizagao do tipo entomdfilo consideradas
alergénicas, como por exemplo Helianthus annus e Taraxa-
cum sp. (Asteraceae)?2. A exemplo de Datura sp., seria
interessante proceder a caracterizagao bioquimica do ex-
tracto proteico do poélen de plantas ornamentais, cuja
introdugao em zonas urbanas tem vindo a aumentar, po-

tenciando o aumento da sensibilizagdo polinica®.

U. membranosa (Urticaceae)
Considerado um tipo polinico com pouca relevancia aler-

génica, contribui em termos percentuais de modo significati-

is abundant in the atmosphere. However, its high pollen
count does not mean a high rate of allergy. Of all pa-
tients with allergic symptoms residing in these areas,
only a small percentage is sensitized to Pinus sp.?. Pet-
tyjohn's states that it is unusual for Pinus sp. pollen to
cause allergic symptoms, although several studies show
that skin tests to this type of pollen extract are posi-
tive. Several hypotheses explain its hypoallergenicity.
Some authors believe that the waxy layer covering the
pollen slows allergen release. Others suggest that the
pollen is too large to enter the human airways, despite
documented evidence of its presence in the respiratory
tract. Others suggest that its low protein content re-
duces its allergenicity. In a study by Pettyjohn'>, a com-
parative analysis of the solubility of pollen proteins
from some conifers, showed that at the first minutes
of extraction, Pinus echinata was the species which re-
leased less allergens. This seems to support the hypo-
thesis that the waxy layer of the Pinus sp. pollen is re-
lated to its hypoallergenicity, slowing the release of the
allergens. Hypothetically, the presence of high quantities
of esterase and polluting particles could induce an al-

lergic response?.

D. candida (Solanaceae)

As mentioned above,anemophilus pollen is a leading
player in allergic symptoms.Some species whose pollen
is disseminated by insects are also considered aller-
genic like, for instance, Helianthus annus and Taraxacum
sp. (Asteraceae)?? Like with Datura sp., it would be in-
teresting to biochemically characterize the pollen pro-
tein extract of ornamental plants that are increasingly
introduced into urban areas, heightening the pollen sen-

sitisation®.

U. membranosa (Urticaceae)
Considered a pollinic type with low allergenic rele-
vance, it contributes significantly to the total annual pol-

len count in a region. Aerobiological analysis in Funchal
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vo para o total polinico anual de uma regiao. Da andlise ae-
robioldgica do Funchal, verifica-se uma elevada concentragao
de polen de Urticaceae. Foi documentada reactividade cuta-
nea positiva a extratos de poélen de Urtica dioica e U. lyalli em
individuos atépicos expostos. Foi igualmente detectada IgE
especifica a Urtica devido a sensibilizagdo ocupacional, para
além de induzir frequentemente asma, rinite e conjuntivite
alérgica’'. O facto de este tipo polinico apresentar uma dini-
mica de variagao aerobiolégica que oscila de ano para ano e
uma presenga continua na atmosfera, potenciada pela distribui-
¢ao préxima da presenca humana®, constituem, per se, razdes

que justificam uma vigilancia aerobioldgica constante.

CONCLUSOES

Foram apuradas trés técnicas distintas para a obtengao
dos perfis proteicos de extractos de pdlen a partir da sua
fonte natural. Basearam-se na optimizagao dos procedi-
mentos de extracgao, no desenvolvimento de ensaios de
doseamento proteico e na separagao electroforética sob
condigcoes desnaturantes.

A quantidade de amostra biologica e o tempo implicados
no procedimento de extracgao resultam importantes na de-
finicao da composicao do extracto.lgualmente implicado esta
o processo de eluicdo dos alergénios, o qual, em condigbes
naturais, constitui um factor importante na reacgao alérgica.

Obtiveram-se extractos de polen de plantas acerca das
quais nao se conheciam estudos desta natureza: Acacia
mearnsii,Avena barbata, Carduus squarrosus, Carlina salicifolia,
Datura candida e Echium nervosum.

A andlise electroforética revelou a existéncia de um
elevado polimorfismo molecular,como no caso de U.mem-
branosa, D. candida e A. barbata.

A ampla difusao de espécies como R. communis, Urtica
spp.ou A. mearnsii e sua proximidade da presenga humana,
reforcam, por um lado, a importancia da vigilancia aero-
bioldgica, e por outro lado requerem uma definicdo do

seu caracter alergénico para a populagao desta regiao.

showed a high concentration of Urticaceae pollen. Posi-
tive cross reactivity to Urtica dioica and U. lyalli pollen
extracts in exposed atopic individuals has been docu-
mented. Specific IgE to Urtica has also been detected due
to occupational sensitization, in addition to frequently
inducing asthma, rhinitis and allergic conjunctivitis®'. The
aerobiological variability of this pollen from one year to
another,and its continuous presence in the atmosphere,
potentiated by its distribution close to humans?®, are
good enough reasons justifying their constant aerobio-

logical monitoring.

CONCLUSIONS

Three distinct techniques for obtaining pollen ex-
tracts’ protein profiles from their natural source were
established, with basis on optimal extraction proce-
dures, the development of protein measurement as-
says and electrophoretic separation under denaturant
conditions.

The quantity of the biological sample and the time
spent on the extraction process are important for the
definition of the extract’s composition. Equally impor-
tant is the allergen elution process, which, under natu-
ral conditions, is an important factor in triggering aller-
gic reactions.

We obtained pollen extracts from plants which have
not been previously studied in this way: Acacia mearnsii,
Avena barbata, Carduus squarrosus, Carlina salicifolia, Datura
candida and Echium nervosum.

Electrophoresis showed high molecular polymor-
phism, as is the case of U. membranosa, D. candida and A.
barbata.

The widespread diffusion of species such as R. commu-
nis, Urtica spp. or A.mearnsii, and their proximity to humans
reinforce both the importance of aerobiological monito-
ring, and the requirement of the definition of their aller-

genic potential for the local population.
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Por dltimo, a informagao fornecida pela monitorizagao
aerobiologica pode ajudar na selec¢do de alergénios no
procedimento diagnostico do doente alérgico. Tendo em
conta a crescente exposi¢ao de novas fontes alergénicas
e a necessidade de recorrer a extractos padronizados,
importa incluir na bateria standard de aeroalergénios para
testes cutineos novos extractos epidemiologicamente
relevantes para esta regido. Tal sera particularmente util,
por exemplo, no acompanhamento dos doentes com ma-

nifestagdes clinicas sazonais.

Declaragdo de potenciais conflitos de interesse: Nenhum declarado.

AGRADECIMENTOS

A realizagao deste trabalho tornou-se possivel gragas
ao apoio e colaboragdo de varias pessoas e entidades,
nomeadamente: AEMM — Associagao para o Desenvolvi-
mento de Estudos Médicos da Madeira, Dr. César Pestana
(Instituto de Climatologia e Meteorologia do Funchal,) Dr.
Fernando Drummond Borges e Dr.* Rita Camara (Unida-
de de Imunoalergologia do Hospital Central do Funchal),
Laboratorio de Bioquimica e Biotecnologia da Universida-
de da Madeira, Doutor Domingo Barber e Doutor Floren-
tino Polo (ALK-Abell6, Madrid). Expresso um agradeci-
mento especial aos Doutores Miguel Angelo Carvalho
(Departamento de Biologia da Universidade da Madeira)
e Rui Brandao (Departamento de Biologia da Universida-

de de Evora), pelas valiosas criticas e sugestoes.

REFERENCIAS / REFERENCES

|. Lopez FM.Alergia respiratoria en la infancia y adolescencia. 2.% ed.
Barcelona: Springer — Verlag Ibérica; 1999.

2. Johansson S,Hourihane J,Bousquet J, Bruijnzeel-Koomen C,Dreborg
S, Haahtela T, et al. A revised nomenclature for allergy. Allergy
2001;56:813-24.

3. Arshad SH. Allergy—An illustrated colour text. London: Churchill
Livingstone; 2002.

Finally, information gleaned via aerobiological monito-
ring can help selecting allergens for the diagnostic process
of allergic patients. Considering the growing exposure to
new allergenic sources and the need for standardized ex-
tracts, new epidemiologically relevant extracts should be
included in the standard battery of aeroallergens used for
skin tests in that region.This would be particularly useful,
for instance, in monitoring patients who manifest seasonal

clinical symptoms.

Potential conflicts of interest disclosure: None declared.

Correspondéncia / Correspondence to:

Irene Camara

Centro de Estudos da Macaronésia — Universidade da Madeira
Campus da Penteada, 9000-390

Funchal, Portugal

camire@uma.pt

4. Freile MBC. Caracterizacion Molecular e Inmunoquimica del Aler-
geno Principal del Polen de Plantago lanceolada, Pla | |.Aplicacion a
la estandarizacion de extractos alergénicos.Tesis Doctoral, Facultad
de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid — 2001.

5. Carnés |, Fernandez-Caldas E, Boluda L, Casanovas M, Sastre J, Ber-
nal M, et al. Rapid release of Ole e | from olive pollen using different
solvents.Allergy 2002;57:798-804.

REVISTA PORTUGUESA DE

IMUNOALERGOLOGIA



DETECCAO BIOQUIMICA DOS PRINCIPAIS AEROALERGENIOS POLINICOS

DA CIDADE DO FUNCHAL / ARTIGO ORIGINAL

20.

Behrendt H, Becker W.-M. Localization, release and bioavailability
of pollen allergens: the influence of environmental factors. Curr
Opin Immunol 2001;13:709-15.

Thomas WR, Smith W-A, Hales BJ.Allergen-sequence diversity and
T-cell recognition.ACI News 1998;10:16-22.

Hames BD.An introduction to polyacrylamide gel electrophoresis
In: Hames, BD Rickwood D (Eds.). Gel electrophoresis of proteins
— A practical approach. Oxford: IRL press;1981:1-91.

Diez de Celis C. Electroforesis In:Arderiu XF, Lacambra MJC, Com-
pand JMQ (Eds.). Bioquimica Clinica y Patologia Molecular. 2.* ed.
Barcelona: Editorial Reverte;1998:169-180.

Simdes de Carvalho G. Imunologia Aplicada. In: Lima N, Mota M
(Eds.). Biotecnologia. Fundamentos e Aplicagdes. |.? ed. Lisboa: Lidel
— Edigoes Técnicas, Lda; 2003:83-105.

Lowry OH, Rosebourg NJ, Farr AF, Randall R). Protein measurement
with the folin phenol reagent. | Biol Chem 1951;139:265-75.
Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature 1970;277:680-5.

Blattler DP, Bradley A,Vanslykek K, Garner F. Quantitative electro-
phoresis in polyacrylamide gels of 2—40 percent. ] Chromatogr
1972;64(Suppl 1):S147-52.

Blum H, Beier H, Gross H). Improved silver staining of plant pro-
teins, RNA and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis 1987;
8:93-9.

Pettyjohn ME, Levetin E.A comparative biochemical study of conifer
pollen allergens. Aerobiologia 1997;13:259-67.

Nielsen BM, Paulsen BS. Isolation and characterization of a glyco-
protein allergen,Art v Il, from pollen of mugwort (Artemisia vulgaris
L.). Mol Immunol 1990;27 (Suppl 10):S1047-56.

Sanchez )C,IraolaVM, Sastre |, Florido F, Boluda L, Fernandez-Caldas
E. Allergenicity and immunochemical characterization of six varieties
of Olea europaea,Allergy 2002;57:313-18.

Bahrman N, Plomion C, Petit R}, Kremer A. Contribution of two-
-dimensional electrophoresis of proteins to maritime pine genetics.
Ann Sci For 1997;54:225-36.

Garcia-Gonzalez J), Bartolomé-Zavala B, Trigo-Pérez MM, Barcelo-
-Munoz JM, Fernandez-Meléndez S, Negro-Carrasco MA, et al.
Pollinosis to Ricinus communis (castor bean): an aerobiological,
clinical and immunochemical study. Clin Exp Allergy 1999;
29:1265-75.

Ayuso R, Carreira M, Lombardero M, Duffort O. Isolation by mAb
based affinity chromatography of two Par j | isoallergens. Com-

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

parison of their physicochemical, immunochemical and allergenic
properties. Mol Immunol 1993;30:1347-54.

Gadermaier G, Dedic A, Obermeyer G, Frank S, Himly M, Ferreira
F. Biology of weed pollen allergens. Curr Allergy Asthma Rep
2004;4:391-400.

Clavero MG. Compuestas/Asteraceas In: Santiago AV, Garcia AC (Eds.).
Polinosis. Polen y Alergia. Barcelona: MRA Ed. S.L. Laboratorios Me-
narini S.A.; 2002:53-68.

Todo-Bom A.Atlas de Imunoalergologia. |** ed. Algés: Euromédice,
Edicdes Médicas, Lda; 2004.

Camara IG, Pinheiro de Carvalho MAA, Ornelas |. Extraction and
molecular characterization of pollen wall proteins of Asteraceae
species from Madeira’s flora. Journal of Plant Physiology and Bio-
chemistry. Special Issue of 10® Congress of FESPP 1996:562.
Branco MlJ,Suzete F, Camara IG, Pinheiro de Carvalho MAA, dos
Santos TMM. Identification of pollen wall specific proteins in
some Madeira endemic Cynarae species In: Pinheiro de Carvalho
MAA, Costa G, Abreu JJ, Rodrigues DM (Eds.). Proceedings of |
symposium of island ecosystems conservation and molecular
approach. Abstract Book. Funchal: University of Madeira, CEM;
2001:167-73.

Susete F, Camara |G, Pinheiro de Carvalho MAA.Palynological char-
acterization of Carduus squarrosus (DC.) Lowe In: Pinheiro de
Carvalho MAA, Costa G,Abreu JJ,Rodrigues DM (Eds.). Proceedings
of Il Symposium Islands Ecosystems. Abstract Book. Funchal: Uni-
versity of Madeira, CEM;2003:37-46.

Moreno-Escobosa MC, Rubira N,Ausin A,Amat P,Martinez M, Lluch
M, et al. Asma ocupacional por polvo de acacia. Alergol Inmunol
Clin 2001;16:233-6.

Garcia Ortega P, Belmonte ]. Pinos. Pinus. In: Valero-Santiago AL,
Cadahia-Garcia A (Eds.). Polinosis, Polen y Alergia. Barcelona: MRA
Ediciones;2002:139-42.

Alaimo MG, LiVigni |, Melati MR. Presence of esterase in Pinaceae
pollen.Aerobiologia 1997;13:117-20.

Valero AL, Rosell E,Amat P, Sancho J, Roig ], Piulats J, et al. Hipersen-
sibilidad a polen de Platanus acerifolia: deteccion de las fracciones
alergénicas. Alergol Inmunol Clin 1999;14(Suppl 4):5220-6.
Steinman H, Ruden S.Weed pollens. Allergy — Which allergens?
Pharmacia Diagnostics AB. Uppsala;2005.

Belmonte |, Canela M, Guardia R, Guardia RA, Sbai L,Vendrell M, et
al.Aerobiological dynamics of the Urticaceae pollen in Spain, 1992-
-98. Polen 1999;10:79-91.

REVISTA PORTUGUESA DE

IMUNOALERGOLOGIA

173



