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Resumo. Os poélens das arvores urbanas podem participar decisivamente na manifestacdo de doengas
respiratorias alérgicas. Por outro lado, o estado sanitario das arvores e a poluigdo do ar podem influenciar a
quantidade, caracteristicas e época de produgdo de polen. Neste contexto, iniciou-se um projecto de investigagdo
visando: (a) desenvolver o conhecimento das relagdes entre producdo de pdlen e elementos do clima, poluigdo
atmosférica e estado sanitario das arvores; (b) explorar metodologias expeditas e ndo destrutivas para a
identificagdo de poélens, por espectrofotometria de infravermelho proximo e médio (NIR e FTIR); (c¢) desenvolver
critérios técnicos para melhorar a selec¢do e conducao de arvores em areas urbanas sensiveis. A area principal de
monitoriza¢do do projecto ¢ o Campo Grande, em Lisboa, onde se monitoriza regularmente a qualidade do ar
(estacdo de Entrecampos), se captura por amostragem polen atmosférico e se avalia regularmente o estado
sanitario das arvores envolventes. A recolha de amostras de polen para analise através de NIR e FTIR sera
também efectuada noutras areas de Lisboa, para a constitui¢do de catalogos espectrais. O aprofundamento e a
difusdo de conhecimentos neste dominio tem um grande potencial para a melhoria da qualidade de vida da
populagdo urbana e peri-urbana sensivel as alergias respiratorias.
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Introducéo

A incidéncia de alergias respiratdrias tem aumentado nas ultimas décadas, especialmente em
paises industrializados (KOPFERSCHMITT-KUBLER & PAULI, 1999; D’AMATO et al., 2001;
GRANUM et al., 2001), sendo a abundéancia, composi¢do especifica e época de ocorréncia de
polens alergisantes na atmosfera os principais factores condicionantes da ocorréncia de
sintomas de alergia (LORENZONI-CHIESURA et al., 2000). A concentragdo de pdlen na
atmosfera estd positivamente correlacionada com a densidade e a abundancia de vegetacao
local, tendo a composicao floristica da vegetacdo de uma dada area influéncia decisiva no
espectro polinico ai observado (ABREU et al., 2003).
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A producao de polen e o seu transporte na atmosfera sdo, no entanto, fortemente
condicionados por factores meteoroldgicos, tais como o vento, a temperatura, a precipitagdo e
a humidade relativa da atmosfera (GALAN et al., 1998; BARNES et al., 2001; HIDALGO et al.,
2002; RIBEIRO et al., 2003; THIBAUDON et al., 2005). A concentragdo dos diversos tipos de
polen na atmosfera pode, assim, ser extremamente variavel, ndo s6 em funcdo da tipologia da
vegetagdo dominante e das alteragdes que nela ocorrem ao longo do tempo, mas também com
os factores ambientais.

Por outro lado, as autarquias sdo frequentemente confrontadas com protestos de municipes
afectados por alergias respiratorias cuja causa atribuem as arvores de arruamentos e jardins,
ndo dispondo usualmente de informagdo que permita ajuizar quanto a justica de tais
reclamagdes. Com efeito, o transporte de polen pela atmosfera a partir das regides
circundantes pode desempenhar um papel significativo, mas amplamente ignorado, na
manifestagdo daquelas alergias. Além disso, o efeito da polui¢do atmosférica, embora
claramente estabelecido (D'AMATO et al.,, 2001; GRANUM et al., 2001; MOLINA, 2003;
NAMORK et al., 2006), permanece mal conhecido e explicado.

Tanto as arvores florestais como as que se utilizam em ambiente urbano podem dar uma
contribui¢do decisiva para as alergias respiratorias, sobretudo devido ao seu caracter perene,
que implica a permanéncia durante longos periodos, com producdo mais ou menos regular de
polen. Mesmo as zonas densamente urbanizadas mantém geralmente uma quantidade
significativa de vegetacdo lenhosa para fins ornamentais e ambientais, para além de eventuais
florestas peri-urbanas. Alguns dos poucos estudos de aerobiologia realizados em Portugal (por
exemplo, em Lisboa, Porto e Braga) demonstraram a importancia quantitativa dos polens de
Oleaceas, Fagaceas e, com cardcter mais ocasional ou mais localizado, de Cupressaceas,
Pinaceas e outras espécies arboreas (RAMOS et al., 2000, ABREU et al., 2003; RIBEIRO et al.,
2003).

Os polens de Oleaceas e Cupressaceas sdao particularmente preocupantes para a comunidade
médica Mediterranea, devido a importancia na regido da incidéncia e gravidade das alergias
as espécies destas familias botanicas (GALAN et al., 1998; RAMOS et al., 2000; HIDALGO et
al., 2002; CHARPIN et al., 2005; FRADES RODRIGUEZ et al., 2005; GASTAMINZA et al., 2005).
Nao ¢ totalmente claro em que medida a presenca de estruturas de fungos causadores de
doencas destas arvores — com ocorréncia frequente sobretudo nos ambientes urbanos —
influencia directa ou indirectamente (neste caso através da alteracdo do comportamento
reprodutivo das arvores) a incidéncia de polinoses nos seres humanos.

Neste contexto, iniciou-se um projecto de investigacdo, denominado "Efeitos da Poluicao
Atmosférica e do Estado Sanitario das Arvores na Producio, Morfologia e Identificagdo dos
Graos de Poélen" (referéncia PTDC/AMB/64929/2006 da Fundacdo para a Ciéncia e a
Tecnologia) com o objectivo de aprofundar o conhecimento quanto as relagdes entre polen (e
estruturas de fungos da atmosfera) e polui¢do urbana, por um lado, e ocorréncia de doencas
alérgicas, por outro, na cidade de Lisboa. As instituigdes participantes do mesmo sdo o
Instituto Superior de Agronomia (ISA), a Camara Municipal de Lisboa (CML), a Comissao de
Coordenagdo ¢ Desenvolvimento Regional de Lisboa ¢ Vale do Tejo (CCDR-LVT) ¢ o Instituto
de Investigagdo Cientifica Tropical (IICT/MCTES). O projecto propde-se monitorizar
regularmente, por amostragem, a abundancia ¢ a tipologia dos poélens e estruturas de fungos
(esporos ou fragmentos de micélio) atmosféricos, confrontando-os com as variaveis
climaticas, a polui¢do do ar e o estado sanitdrio das arvores envolventes do local de
amostragem.
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O objectivo da presente comunicagao ¢ dar a conhecer os objectivos gerais do Projecto acima
referido e divulgar os primeiros resultados experimentais obtidos no seu ambito,
designadamente na parte referente a relacdo entre a abundancia e composi¢do do podlen
atmosférico e as variaveis climaticas. A relagdo entre a presenca de estruturas de fungos na
atmosfera e a incidéncia de doengas nas arvores ¢ tratada em comunicagdo separada (RAMOS
et al., neste volume).

Material e Métodos
Local de estudo

A actividade experimental do Projecto tem decorrido na zona do Campo Grande, em Lisboa.
Para a instalacdo do capturador volumétrico de polen e esporos do tipo Hirst (modelo VPPS
2000®, da Lanzoni S.R.L. Figura 1), seleccionou-se o Museu da Cidade de Lisboa
(propriedade da CML), que disponibilizou um local de facil acesso, ainda que seguro, com
fornecimento de energia eléctrica. A amostragem da concentragdo de polen e esporos na
atmosfera efectua-se com recurso a este equipamento.

A informacdo regular e detalhada da qualidade do ar ¢ obtida através da monitorizacao
efectuada pela estagdo de Entrecampos, operada pela CCDR-LVT, que compila e divulga os
seus resultados.

Os elementos do clima tém sido obtidos através da Estagdo Meteoroldgica de Lisboa / Ajuda,
situada na Tapada da Ajuda (38°42'N, 9°11'0, 60 m alt.), considerando-se que para os fins
deste estudo a Estagdo em causa ¢ suficientemente representativa do clima da cidade de
Lisboa.

Figura 1 - Capturador de pélen do tipo Hirst instalado no Museu da Cidade, em Lisboa
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Amostragem aerobiolOgica: captura, preparacao de amostras e contagem

O capturador de polen utilizado pelo projecto foi instalado no dia 3 de Fevereiro de 2009.
Este equipamento ¢ constituido pelos seguintes componentes (GALAN et al., 2007; Figura 2):

1. Unidade de impacto — ¢ constituida por um orificio de admissao (14 x 2mm) e por um
suporte circular (tambor) onde aderem as particulas. Um mecanismo de reldgio
permite a rotagdo do tambor (2 mm por hora), garantindo desta forma uma
amostragem de ar continua durante 7 dias, com dados horérios e diarios. E colocada
uma tira de fita de Melinex® coberta com uma substincia adesiva sobre a superficie de
impacto do tambor, de modo a garantir a aderéncia das particulas e minimizar o
ressalto das mesmas.

2. Leme — esta colocado no revestimento exterior da unidade de impacto, funcionando de
modo a garantir que o orificio de entrada fica sempre posicionado de acordo com a
direcgdo do vento dominante, maximizando a eficiéncia de captura das particulas
existentes nas correntes atmosféricas.

3. Bomba de vacuo — possui um mecanismo para regular o volume de ar capturado. O
débito recomendado para a captura de particulas atmosféricas é de 10 litros/minuto,
pois este valor € similar ao volume de ar inalado pelos pulmdes humanos nesse espago
de tempo.

Apbs a substitui¢io semanal, a fita de Melinex® ¢ seccionada no laboratério em periodos de
24 horas (24h = 48 mm de fita), com auxilio de uma régua propria para o efeito. Em seguida
procede-se a montagem entre lamina e lamela utilizando uma solucdo corante e fixadora,
especifica para o efeito. Cada lamina (ou seja, um dia de 24h) ¢ colocada sob o microscopio
optico (ampliacao de 400x) para identificagdo e contagem das particulas presentes.
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Figura 2 - Capturador de pdlen do tipo Hirst (A) e Corte esquematico da unidade de impacto (B) (adaptado de
GALAN et al., 2007)

Para se proceder a contagem e identificagdo das particulas é necessario trabalhar através de
amostragem, pois a contagem e identificagdo de todas as particulas presentes na lamina seria
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uma tarefa demasiado laboriosa. Para que os dados obtidos sejam estatisticamente
significativos, a 4rea amostrada ndo deve ser inferior a 10-12% da area de toda a lamina
(FRENGUELLI, 2003).

O método de identifica¢do e contagem consiste na analise de 4 linhas horizontais na lamina,
separadas entre si por cerca de 3 mm, através do método dos campos adjacentes
(FRENGUELLI, 2003; Figura 3). Durante este processo ¢ anotada a quantidade de cada tipo de
polen encontrado. Esses valores sdo depois lancados numa folha de calculo de Excel®
(Microsoft Corporation), agrupados por espécie ou grupos de espécies, ¢ por data. As
contagens de pdlen devem ser expressas em niumero médio didrio de grios por metro cubico
de ar (GALAN et al., 2007). Como tal, o nimero de grdos de pdlen contados é multiplicado por
um factor que tem em consideracdo o volume de ar amostrado (10litros/min) e o tamanho do
campo de visdo do microscopio, na objectiva de 40x (ampliacdo de 400x). Este factor ird
variar com a marca ¢ modelo de microscopio.

Para a elaboragdo do presente texto, as contagens efectuadas (em numero de graos de polen
por m’ de ar) foram compiladas semanalmente a partir de 3 de Fevereiro, de forma a
representar um valor médio semanal para cada uma das espécies ou dos grupos de espécies
mais representativos: Casuarina spp., Cupressaceae, Moraceae, Oleaceae, Pinus spp.,
Platanus spp., Populus spp., Quercus ilex, outros Quercus, outras lenhosas e outras espécies,
além de uma determinagao residual correspondente a espécies que ndo foi possivel identificar.
As determinagdes respectivas estdo ainda a ser compiladas, apresentado-se aqui os resultados
obtidos nos dois primeiros meses, ou seja, até finais de Margo.

Date

Figura 3 - Tlustragdo esquematica do método de contagem dos campos adjacentes (adaptado de FRENGUELLI,
2003)

Avaliacdo do estado fitossanitario

A avaliacao do estado fitossanitario do coberto arboéreo efectuou-se em Janeiro e Junho de
2009 por diagnoéstico visual, complementado por diagndstico etioldgico sempre que
necessario. Em complemento, acompanhou-se semanalmente o estado fitossanitario das
arvores ao longo do periodo acima delimitado.

Identificacéo atraves de infra-vermelho medio (FTIR)

A recolha de pélen para este procedimento é um processo laborioso e demorado, que ainda
estd a ser aperfeicoado. Neste momento consiste em colher as flores de cada espécie a estudar
e manualmente recolher o seu pdlen para um recipiente estéril. Seguidamente esse pdlen ¢
crivado num peneiro com malha de 45 p ou 100 p, consoante a quantidade de lixo e o
tamanho dos graos de polen da espécie a estudar. S6 depois destes procedimentos € que as
amostras podem ser utilizadas para a obtencao dos respectivos espectros.
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Os espectros ATR-FTIR das amostras de polen sdo obtidos recorrendo a um espectrémetro
Bruker Alpha, com um acessorio de reflexdo simples com uma janela de diamante. Os
espectros foram obtidos na regido dos niimeros de onda de 4000 a 400 cm’, com uma
resolugdo de 4 cm™, resultando da média de 64 varrimentos (co-scans). Os catalogos
espectrais sdo criados recorrendo a um software adequado (OPUS-IDENT®).

Resultados e Discussao
Quantidade de pdlen

O espectro polinico correspondente aos dois primeiros meses encontra-se representado na
Figura 4. Os resultados obtidos confirmam a grande importancia relativa do polen proveniente
de arvores com uso urbano, demonstrando a preponderancia de espécies lenhosas durante o
periodo considerado. Contudo, deve salientar-se que este periodo pouco ou nada abrangeu da
época de polinizagdo das gramineas, sendo o polen de espécies ndo lenhosas proveniente
sobretudo de Parietaria spp., Urticaceae, Papaveraceae e Rumex spp. E de esperar que com o
avanco das contagens se obtenham valores crescentes de espécies ndo lenhosas, devido ao
grande volume de pdlen geralmente produzido pelas gramineas, especialmente com o avango
da Primavera, quando a temperatura média do ar sobe e os montantes de precipitacdo descem
(RIBEIRO et al., 2003; SANCHEZ MESA et al., 2003).
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Figura 4 - Espectro polinico correspondente aos dois primeiros meses de operagdo do capturador de polen em
Lisboa

Durante o periodo representado na Figura 4, ¢ de realcar a grande importancia inicial do polen
de Cupressaceae, cuja importancia decresceu fortemente até finais de Margo, bem como um
pico de producao de polen de platano e de choupos (menos importante) durante aquele més. O
polen de Oleaceae teve muito pouca representagao neste periodo, que antecede a polinizagdo
da oliveira: as espécies representadas na figura sdo, essencialmente, as dos géneros Fraxinus e
Ligustrum, com muito pouca importancia relativa (praticamente ilegivel na escala adoptada).
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Efeito dos elementos do clima na abundancia de pélen atmosférico

A pouca duracdo do periodo de amostragem dificultou a compara¢do da abundancia de polen
na atmosfera com os dados climaticos, sendo contudo de realgar que, da analise da correlagao
entre a quantidade média de polen de todas as espécies e a temperatura, humidade relativa e
velocidade do vento médias, bem como a precipitagdo acumulada em cada semana, ressaltou
uma correlagdo mais elevada (r = -0,53) com a precipitagdo ocorrida em cada periodo. No
entanto, os poucos pares de observacdes disponiveis (n = 8) ndo permitem garantir a
significAncia estatistica desta correlagdo negativa, que em todo o caso ¢ intuitiva e
comprovada por outros autores (e. g. RIBEIRO et al., 2003; THIBAUDON et al., 2005). No
referente aos restantes elementos do clima os valores de correlacdo foram ainda demasiado
baixos para permitir qualquer interpretagdo valida (-0,27 <r <0,21).

Identificacéo atraves de infra-vermelho medio (FTIR)

A interpretacdo detalhada das bandas de absor¢do bem como o seu significado bioquimico
estd fora do ambito deste trabalho. Por outro lado, uma das vantagens dos métodos de
quimiometria (SIMCA, HCA e Classificagdo K-NN) que irdo ser usados na identificacdo dos
espectros por FTIR ¢ que ndo requerem um conhecimento aprioristico das caracteristicas dos
espectros. O facto de a interpretacdo dos espectros ndo ser necessaria acaba por ser uma
vantagem para futuros utilizadores da técnica, que ndo necessitam de ter um conhecimento
profundo da espectroscopia de infravermelho.

O espectro de ATR-FTIR do polen de zambujeiro (Figura 5) ¢ dominado por duas bandas
intensas, resultantes do alongamento CH, a 2926 e a 2854 cm'l, um indicador seguro da
presenga de n-alcanos e pela banda de alongamento OH a 3361 cm™.

No entanto, as bandas mais interessantes encontram-se na regido abaixo dos 2000 cm™, onde
se encontram bandas caracteristicas das proteinas entre 1600 e 1670cm™ (Amide I), 0 ombro a
1559 cm” (Amide II), da lenhina a 1513 cm ™' e a banda dos polissacaridos centrada a 1036
cm’ .
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Figura 5 - Espectro ATR-FTIR entre 4000 e os 40 cm™ do polen de zambujeiro
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Conclusoes

Os resultados obtidos durante o periodo de estudo aqui considerado permitem confirmar uma
importancia decisiva do pdlen de arvores urbanas no espectro polinico, pelo menos no inicio
da Primavera. Este resultado ¢ potencialmente interessante para a melhoria da qualidade de
vida das comunidades de areas urbanas e peri-urbanas, através da selec¢do criteriosa das
espécies a utilizar. A interac¢do entre a poluicdo atmosférica, varidveis meteorologicas e
potencial alergisante dos polenes permanece pouco compreendida, e pode ser influenciada
pela ocorréncia de doencas nas arvores. O aperfeicoamento dos conhecimentos nesta area ¢ de
capital importancia para a saide humana, sendo também uma base para a melhor seleccao e
gestao das arvores urbanas.

Os principais resultados que se esperam atingir com este projecto sdo: (a) aperfeicoamento da
identificagdo de podlen através de um método nao destrutivo, fidvel e rapido; (b) defini¢do de
critérios para a utilizacdo de informagdo referente a interaccdo clima/poluicdao/pdlen; (c)
definicdo de critérios para a gestdo das arvores em ambiente urbano.

Com a concretizagdo destes objectivos espera-se contribuir para a reducdo do risco potencial
do aparecimento de alergias respiratorias. Um outro beneficio potencial da qualidade de vida
das populagdes poderd resultar do desenvolvimento de orientacdes especificas para a selec¢ao
e plantacdo de espécies arbdreas com um potencial alergisante reduzido. Adicionalmente, a
difusdo de informacao junto dos doentes alérgicos poderd possibilitar que eles controlem a
sua exposi¢ao ao podlen, reduzindo o risco de desenvolvimento de alergias respiratorias e/ou
episodios alérgicos.
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