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2,5>PM>10um (M) durante a estacdo polinica de 2011. (A) Variacdo diaria da
concentracdo de Phl p 5 e percentagem de distribuicdo (“inlet”); (B) Variacao
diaria da concentracdo de Olea e 1 e percentagem de distribuicdo (“inlet”).

Figura 16. Perfil da curva polinica de Poaceae e conteudo do aeroalergénio Phl
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sensibilidade Phleum total, Phl p 5, Phl p 1. (C) Pacientes que apresentam
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Quadro 1. Relagdo de gramineas que produzem podlenes alergénicos da familia
Poaceae, de acordo com seus respectivos alérgenios e massa molecular relativa
(Mr) (adaptado Suphioglu 2000 com modificacdes). 12
Quadro 2. Proteinas presentes no grao de pdlen de Oliveira (adaptado Ferro,

2010). 16
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APCs — antigen-presenting cells

BSA — (Bovine serum albumin) Albumina de soro bovino

ELISA — (Enzyme linked immunosorbent assay) (ensaio imunoenzimatico)
FceRI — Receptor de IgE de alta afinidade

FceRIl — Receptor de IgE de baixa afinidade

IgA — Imunoglobulina de classe A

IgD — Imunoglobulina de classe D

IgE — Imunoglobulina de classe E

IgG — Imunoglobulina de classe G

IgM — Imunoglobulina de classe M

IFN — Interferdo (citocina)

IL - interleucina

ITAMs — (Immunoreceptor Tyrosine-based activation motifs) Motivos de activacdo de
Imunoreceptores compostos por Tirosina

IUIS - International Union of Immunological Societies- Allergen Nomenclature
Subcommittee

Mr — Massa molecular relativa

p — particulas

PBS — (Phosphate buffered saline) Solugdo salina tamponada com fosfatos
PBS-T —( PBS with tween 20) PBS adicionada de tween 20

POX — Estreptavidina-peroxidase (Streptavidin-peroxidase)

PRRs — pattern-recognition receptors

RAST — (Short for radioallergosorbent test)

SPAIC — Sociedade Portuguesa de Alergologia e Imunologia Clinica

TCP — teste cutdneo de prick

TCR —( T cell receptor) receptor da célula T

Th — (lymphocyte T) Linfocito T

Tween 20 — Monolaurato de Polioxietileno Sorbitano

TMB — Tetrametilbenzidina

VDJ —regido varidvel das imunoglobulinas
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José Eduardo Caldeira Moreira (2011). Estudo da Sensibilizagdo as Proteinas do
Phleum e Olea em Doentes com Doenga Alérgica Respiratdria Sazonal. Dissertacdo de
Mestrado (C.M. Antunes e R. Brandao, orientadores) Escola de Ciéncias e Tecnologia,

Universidade de Evora, Evora, Portugal.

As glicoproteinas Phl p 5 e Ole e 1 s3ao alergologicamente muito relevantes no

Alentejo. Este estudo teve como objectivo estudar a sensibilizacdo a proteinas de
Phleum pratense e Olea europea em doentes das consultas externas de
Imunoalergologia dos Hospitais do distrito de Evora e correlacionar a intensidade da
sua sintomatologia com os conteudos em pdlen e alergénios no ar.
Em 2011 os perfis de distribuicdo temporal dos aeroalergénios e de pdlen
sobrepuseram-se, indicando que o alergénio é maioritariamente transportado pelos
grdaos de pdlen. Cerca de 50% dos pacientes revelaram-se sensibilizados a Phleum e
30% a Olea, tendo-se evidenciado um agravamento dos sintomas com o aumento da
concentragdo de aeroalergénio no ar.

Os resultados sugerem que a quantificacdo dos aeroalergénios pode
complementar a informagao obtida com base no método das contagens polinicas e
permitir melhor compreender a sintomatologia. Poderdo ainda contribuir para o

desenvolvimento de estratégias de prevengdo da exposi¢ao a aeroalergénios.



José Eduardo Caldeira Moreira (2011). Study of the Sensitization to Olea and
Phleum proteinsin  Patients  with Seasonal Respiratory Allergic Disease. ~ Master
Disertation (C.M. Antunes e R. Brand3do, Supervisors). Science and Technology School,

University of Evora, Evora, Portugal.

The glycoproteins of Phl p 5 of grasses and Ole e 1 of the Oleaceae family are
allergologically relevant in Alentejo. The aim of this work was to study the sensitization
of patients to the pollen proteins of Phleum pratense and Olea europea in patients of
the External Consultations of Immunoalergology at the Hospital of Evora and to

correlate their symptomatology with airborne pollen and allergen content in the air.

In 2009 pollen season, the allergen profile followed the pollen profile and a positive
correlation between the air content of the two variables was found, suggesting that

allergens are associated to the respective pollen grains.

Sentitization to allergens of Phleum and Olea were =50% and =30%, respectively. The

severity of simptomatology was enhanced by higher aeroallergen levels.

The results suggest that quantification of aeroallergens complement the method of
pollen counting contributing to a better understanding of allergy symptoms and may

contribute to the development of novel prevention strategies.



1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1. Alergia e Atopia

A alergia é uma das doencas créonicas com maior prevaléncia na sociedade
moderna (Ring et al., 2001). As manifestacdes clinicas desencadeadas pela exposicao a
um determinado estimulo, o qual é toleravel para a maioria das pessoas, variam entre
individuos. A estas manifestacdes chamam-se reaccoes de hipersensibilidade tipo | ou
alergia e caracterizam-se pela ocorréncia de diversos mecanismos imunoldgicos. A
tendéncia pessoal ou familiar, de ordem genética, que induz, a producdo de anticorpos
de classe IgE é denominada atopia (Johansson et al., 2004).

As manifestacdes clinicas da alergia ocorrem sob a forma de asma, rinite ou
dermatite atdpica, entre outras (Lemanske-Junior et al, 2003).

Reconhece-se a clara predisposicdo genética para o desenvolvimento de
doencas alérgicas. Se, por exemplo, ambos os pais forem atdpicos, o risco de a
descendéncia vir a desenvolver alergia mediada por IgE é de 40 a 60%, mas em
criancas em que nenhum dos pais é atopico, esse risco varia entre os 5 e 10%
(Johansson et al., 2001). Uma das técnicas mais usuais para o reconhecimento do
estado atdpico é o teste Prick. Quando o extracto padronizado de alergénio é
introduzido na pele, interage com as IgE ligadas aos mastdcitos, causando libertagao
de histamina e consequente reaccdo de eritema e papula. Estes testes permitem
avaliar, de um modo simples, rdpido e econdmico, a natureza alérgica do processo
mediado por IgE (Rodrigues et al., 2009).

A rinite alérgica distingue-se pelos sintomas caracteristicos de inflamagao nasal,
tais como: aumento de secrecdo, obstrucdo da cavidade, espirros e prurido. Pode
também ser acompanhada de conjuntivite (Johansson et al., 2004). Estes sintomas
podem ser, entdo, desencadeados na sequéncia da exposi¢cdo a elementos extrinsecos
capazes de causar doenca alérgica, os alergénios, presentes no meio ambiente, como

pdlenes de plantas ou acaros de pd domiciliar (Taketomi, et al. 2006).



1.2. Sistema Imunitdrio e a Resposta Alérgica

O sistema imunitdrio desempenha um papel de defesa do organismo contra
ataques de agentes invasores agressivos, quer estes sejam de origem quimica, fisica ou
bioldgica. O sistema de defesa é capaz de detectar uma grande variedade de agentes,
nomeadamente fungos, bactérias e virus, assim como outros microrganismos que,
consequentemente, representam uma ameaga ao organismo ao penetrarem neste
através do ar, da agua dos alimentos, ou, ainda, através de lesdes do tegumento. Ha
ainda agentes externos nao patogénicos que podem desencadear alteracdes no
sistema imunitario, provocando reacgGes alérgicas. O sistema imunitdrio é portanto
um complexo que inclui vasos linfaticos, tecidos e 6rgaos linféides, assim como uma
diversidade de células efectoras, nomeadamente diferentes tipos de leucécitos,
plasmécitos e macrofagos. A imunidade celular ou imunidade mediada por células
apresenta como principais intervenientes os linfécitos T (Cruz, 2008).

Os linfocitos T reconhecem somente os antigénios que sejam corretamente
apresentados, o que implica que estes se encontrem ligados a marcadores presentes
na superficie de determinadas células imunitdrias — células apresentadoras de
antigénios. O reconhecimento dos antigénios, por parte das células T, é possivel
porque estas possuem, na sua superficie, um recetor especifico para um determinado
antigénio designado por TCR e que é comum a todas elas, sendo este, suficientemente
variavel para se adaptar aos diferentes antigénios e para permitir a formagao de um
repertorio imunoldgico, de acordo com as realidades do meio exterior, onde se
encontra inserido o organismo (Cruz, 2008).

Os aeroalergénios sdo antigénios indutores de doencas alérgicas, presentes no
ambiente atmosférico. O ambiente dispde de inumeros alergénios, provenientes de
diversas fontes, sendo maioritariamente de origem proteica ou glicoproteica
(Johansson et al., 2004; Meyer et al., 2004).

Actualmente acredita-se que os alergénios podem ser proteinas que activam a
resposta imunitdria inata através da sua actividade enzimdtica intrinseca, pela
activacdo de receptores com padrdes de reconhecimento (PRRs) nas células da mucosa

epitelial ou directamente nas células apresentadoras de antigénios (APCs) (Behrendt et



al., 2001; Rodriguez et al., 2007; Paul, 2008). O epitopo de um alergénio é pequeno,
geralmente formado por 5 a 7 residuos de aminoacidos que combinam com a regido
varidvel do anticorpo e 8 a 15 aminoacidos que se ligam a células T (Arlian, 2002).

O contacto inicial do alergénio com a mucosa leva a producdo de IgE, sendo
gue a resposta pela IgE € um evento local, que ocorre no ponto de entrada do
alergénio no organismo, isto é, em superficies mucosas e/ou em linfonodos locais

(Abbas et al., 2003).

1.2.1 Papel das Imunoglobulinas

As imunoglobulinas constituem um grupo de glicoproteinas do soro e fluidos
tecidulares de todos os mamiferos. Sao bifuncionais, sendo que uma regido da
molécula é responsavel pela ligacdo ao antigénio e a outra promove as chamadas
fungdes efectoras, que incluem a fixagao das imunoglobulinas ao tecido do hospedeiro
e as varias células do sistema imunitdrio, incluindo as células fagocitarias e ao
elemento Clq da via classica do sistema complemento. A estrutura basica de todas as
imunoglobulinas consiste numa unidade com duas cadeias polipeptidicas leves
idénticas, e duas pesadas, unidas por pontes dissulfureto. As classes e subclasses de
uma molécula de imunoglobulina sao determinadas pelas suas cadeias pesadas e sao
conhecidas, até o momento, cinco classes em mamiferos: IgA, gD, IgE, 1gG e IgM.

(Roitt et al., 2006).
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Figura 1.Estrutura bdsica da molécula de anticorpo, exibindo detalhadamente a regido de ligagdo com o

antigénio (Retirado de Cruz, 2008)

Destas imunoglobulinas, a IgE exerce um papel substancial na resposta alérgica.
Individuos com alergia apresentam niveis de IgE total que podem estar ou ndo
elevados, mas os niveis de IgE especificas a um ou mais alergénios encontram-se
efetivamente elevados (Corry et al, 1999). Antagonicamente, os niveis de IgE
especificas estdo reduzidos ou indetetaveis nos individuos nao alérgicos (Gould et al.,
2003).

A IgE é o isotipo de anticorpo que contem a cadeia pesada épsilon (g). O
dominio Ce3 é responsavel pela ligacdo da molécula aos seus receptores (Ishizaka,
1966). Circula como um anticorpo bivalente e esta normalmente presente no plasma
em concentragdo inferior a 1ug/mL. Em condigdes patoldgicas, tais como nas infecgbes
helminticas e na alergia, esse nivel pode subir para mais de 1.000 pg/mL (Abbas e tal.,
2008). Embora a sua meia vida no soro seja de alguns dias, os mastécitos podem
permanecer sensibilizados pela IgE por muitos meses, como resultado da ligacao de
alta afinidade aos receptores FceRl, o que protege a IgE da destruicdo pelas proteases
séricas (Gilfillan et al., 2006).

O outro receptor para Igg, FceRIl ou CD23, possui menor afinidade para a
imunoglobulina e apresenta-se em duas formas, FceRlla e FceRllb, diferindo apenas na

composi¢ao da regido citoplasmatica amino-terminal. Como os demais receptores



activados por imunoglobulinas, a por¢do intracitoplasmatica dos recetores para IgE é

constituida por dominios ITAMS (Gilfillan et al., 2006).
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Figura 2. Esquema representativo dos dois tipos de receptores de IgE (FC_RIl e FC_RI) (Retirado de

http://evunix.uevora.pt/~sinogas/TRABALHOS/2002/imuno02_alergias.htm).

1.2.2. Fisiopatologia da Alergia

A alergia é uma condicdo cuja origem é multifactorial, dependendo da
interaccdo de varios fatores genéticos e ambientais, sendo o nivel de exposicdo a
alergénios um dos fatores ambientais fulcrais para o desenvolvimento da alergia (Lund

et al, 2005).

A resposta inflamatdria alérgica que ocorre nas vias aéreas é comum para a
asma e para a rinite. Caracteriza-se pela sensibilizacdo aos alergénios e posteriormente
a resposta de hipersensibilidade imediata (minutos apds a exposicdo ao alergénio) e

tardia (4 a 12 horas apos a exposicao ao alergénio) (Rodrigues et al, 2008).



Na primeira exposicdo ao alergénio (sensibilizacdo) este é apresentado pelas
células dendriticas da mucosa nasal, aos linfocitos T (Th 2) que, por sua vez, vao
estimular os linfocitos B a produzir IgE. A IgE circulante vai ligar-se aos receptores de
alta afinidade (FceRl) existentes nos mastdécitos e basofilos. Nas exposicGes seguintes,
o alergénio vai ligar-se directamente a IgE especifica da superficie dos mastdcitos, com
consequente activacdo e desgranulacdo. Na resposta imediata, os mastdcitos vao
libertar mediadores pré-formados, como a histamina e outros, que vao ser sintetizados
a partir do acido araquidénico (leucotrienos, prostaglandinas, etc). Da libertacdo
desses mediadores vao surgir os sintomas nasais, como espirros, rinorreia, prurido,
congestdo nasal e, da acgdo a nivel bronquico, o broncoespasmo e o edema. Durante a
resposta de hipersensibilidade tardia sdo libertadas citocinas (IL 4, IL 13, ...) e outras
quimiocinas responsaveis por recrutar células inflamatdrias, como eosindéfilos e
neutrdfilos, que, por sua vez, libertam mais citocinas, perpetuando o processo
inflamatdrio e conduzindo a inflamacdo da via aerea com obstrugao nasal e brénquica

(Rodrigues et al, 2008).

1.3. Polinose

Clinicamente, a polinose caracteriza-se pela rinoconjuntivite alérgica ou asma
brénquica. Os pacientes manifestam prurido ocular com hiperemia conjuntival, coriza,
espirros, prurido nasal ou faringo-palatal e auséncia ou presenca de obstrucao nasal.

Uma das caracteristicas da polinose é a periodicidade anual, uma vez que os
sintomas ocorrem normalmente na mesma época do ano e coincidem com a
polinizacdo (Solomon, 1984). Alguns doentes sensibilizados a podlenes relatam
sintomas caracteristicos da alergia antes e depois do periodo de libertagdo dos Pélenes
(Liccardi et al., 1996; Reinberg et al., 1988) e que se podem dever a presenca de
alergénios no interior das residéncias, provenientes da presenga de outras fontes de
aeroalergenos como animais domésticos, ou transportados para ali em roupas e outros
objectos contribuindo, assim, para a manutencdo deste ambiente de uma elevada

concentracdo de alergénios (Fahlbush et al., 2000).



1.4. Pélenes e Alergénios

Os alergénios podem ter varias origens, encontrando-se divididos de acordo
com as vias de exposicdo e incluem aeroalergénios (pdlenes, acaros de pd, esporos de
fungos, pélos de animais, matéria excretada por insectos e produtos quimicos
associados a bioaerossois), alergénios alimentares, da picada de insectos, farmacos e
[atex. De entre estes grupos destacam-se os aeroalergénios, visto que estdo associados
ao aumento exacerbado das doencas alérgico-respiratdrias nos paises mais
desenvolvidos (Behrendt et al., 2001; Weerd et al., 2002; Kowalski, 2006; Sofiev et al.,
2006; Meltzer, 2007; Paul, 2008; Hamilton, 2010).

Os graos de pdlen mais abundantes em Portugal pertencem as familias das
Poaceae, Oleaceae, Fagaceae, Pinaceae, Cupressaceae, Platanaceae e Urticaceae
sendo o grupo das gramineas o principal causa de polinose em Portugal, tal como
acontece em muitas outras regides europeias nomeadamente de Espanha, Itdlia e

Franca (Todo-Bom et al., 2006).

Os graos de pdlen dispersos ou transportados pelo ar, ditos anemdéfilos, sao os
de maior importancia alergoldgica. Um grao de podlen pode ser transportado por
175km a uma velocidade média de 10m/s. O pdlen permanece estavel por séculos
numa atmosfera seca (Stanley et al, 1974), sendo que alergénios de grdaos de pdlen
secos ou desidratados mostram pouca actividade na matriz citoplasmatica, mas forte
actividade em organelos como mitocondrias, particulas de polissacarideos e graos de
amido. Acredita-se que os alergénios polinicos sejam extremamente solUveis em agua,
o que torna os alergénios prontamente disponiveis e capazes de provocar uma reacgao
alérgica mediada por IgE em segundos (Behrendt et al, 2001).

No que respeita a composicdo do pdlen, esta é varidvel entre espécies. Os
valores dos componentes oscilam entre 13 e 17% de hidratos de carbono, 11 e 20% de
proteinas, 1 e 4% de lipidos e 1 e 2% de compostos inorganicos. O conteudo de agua é

relativamente elevado quando o grao de pdlen esta nas anteras, decrescendo



rapidamente aquando da antese, tornando-se altamente higroscopico. A maioria das
proteinas, normalmente enzimas, ocorre no citoplasma e na parede do grdo de pdlen,
de modo a permitir o crescimento e alongamento do tubo polinico e subsequente
fecundacdo. Contudo, esta disposicdo permite igualmente a interaccdo com o sistema
imunitdrio (Camacho, 2007).

Porém, nem todos os grdaos de pdlen causam polinose, isto é, ndo sdo todos
igualmente alergénicos, pois s6 determinadas espécies de plantas langam para a
atmosfera grdos de pdlen com propriedades alergénicas. Geralmente, sdo as plantas
anemofilas, embora as entomofilas, mais raramente, também possam causar
sensibilizacOes alergénicas, visto que contém, igualmente, proteinas com potencial
antigénico. Muitos sao os investigadores que tém relacionado a ocorréncia de
sintomas alérgicos respiratérios com a presenca de grdaos de pdlen no ar, estando bem
documentado que a inalacdo de pdlen de determinadas espécies causa sintomas
clinicos de alergia respiratoria (Caeiro, 2007).

Os alergénios presentes nos graos de pdlen sdo, geralmente, glicoproteinas
especificas com pesos moleculares baixos compreendidos entre 8-70 kDa cuja
capacidade de interac¢do com o sistema imunitario e posterior desenvolvimento de
reacgdes de hipersensibilidade tipo | depende da sua localizagao no grao de pdlen, da
rapidez de solubilizacdo e, em consequéncia, do nivel de hidratacdo, da sua
estabilidade molecular e do reconhecimento dos constituintes proteicos pelo sistema
imunitdrio humano (Barral et al., 2002; Weerd et al., 2002; Jiang et al., 2005; Kaliner et
al, 2008).

Cré-se actualmente que os aeroalergénios polinicos estdo essencialmente
associados ao grdo de pdlen, sendo tranportados por este (Buters et al, 2010), embora
existam também algumas evidéncias de que estes possam estar presentes na
atmosfera fora do grdo de pdlen, quer isoladamente quer adsorvidos a particulas
submicrénicas (<10um), sendo este ultimo caso claramente maioritario (D’Amato et
al., 2007), ndo havendo no entanto, consenso a respeito desta questdo entre a
comunidade cientifica. Em qualquer dos casos, o transporte destas proteinas ocorre
essencialmente por ac¢do do vento durante o periodo de polinizagao (Kowalski, 2006;

Linares et al., 2007).



1.4.1. Nomenclatura e Classificagdo dos alergénios

O uso de uma nomenclatura preconizada é extremamente importante no
estudo dos alergénios, sobretudo no desenvolvimento de mecanismos de diagndstico
especifico e de extractos imunoterapéuticos com alergénios recombinantes (Chapman
et al. 2000; Ferreira et al., 2004; Jutel et al., 2005). No sentido de padronizar a
referéncia dos diversos alergénios descritos na literatura cientifica, o Subcomité de
Nomenclatura de Alergénios da Unido Internacional das Sociedades de Imunologia, em
parceria com a organizagdo Mundial de Saude, adoptou uma regra sistematica de
nomenclatura (Marsh et al., 1986; King et al., 1994; King et al., 1995).

O sistema de nomenclatura dos alergénios foi estabelecido pela IUIS em 1978,
baseando-se no nome taxondmico do género. Em geral, o nome do alergénio dispde
da seguinte ordem: as trés primeiras letras indicam o Género, espaco, a primeira letra
da espécie, espago, e um numero arabe que indica a ordem cronolégica da purificagao.
Por exemplo, Par j 1, corresponde ao primeiro alergénio purificado de Parietaria
judaica. (Camacho, 2007).

Os alergénios podem classificar-se como maioritarios ou “major” e minoritarios
ou “minor”, por serem reconhecidos por, pelo menos, 50% ou 10% dos pacientes
alérgicos daquela fonte alergénica, respectivamente. Na verdade, a relevancia dos
alergénios depende da proporcdo de pacientes que desenvolvem IgE contra estes

(Camacho, 2007).

1.5. Factores ambientais que afectam as concentragdes de pdlen e de alergénios

no ar

Sdo varios os elementos meteoroldgicos que sao decisivos para a presenca do
conteudo de pdlen no ar. A temperatura por exemplo actua positivamente sobre os

niveis polinicos e varios estudos mostram que a variagao horaria esta correlacionada



com a concentragao de pdlen no ar, ou seja, temperaturas mais elevadas maior a
concentracdo de pélen.

Em relagdo as precipitagdes registadas em fases prévias a estagdo polinica estas
intensificam as concentracdes de pdlen. Durante as etapas de libertacdo e dispersao,
as chuvas blogqueiam essa libertacdo e exercem uma ac¢do mecanica sobre as
particulas aerobioldgicas precipitando-as ao solo, limpando o ar atmosférico na
Primavera/ Verdo. A humidade favorece o desenvolvimento da planta e facilita a
floracdo, contudo um aumento acima do limite especifico impede a deiscéncia das
anteras e reduz os niveis de polén no ar.

No entanto o vento é, sem duvida o factor mais importante em todo o
processo, pois ao passar sobre uma determinada vegetagdao, podera provocar uma
nuvem composta por Pdlenes provenientes dessa mesma, que serdo transportados
para um determinado sitio conforme a direc¢do do vento tendo uma clara influéncia
sobre as amostras de podlen recolhidas nos captadores polinicos. No que respeita a
velocidade, se esta for grande vai haver uma diluicdo do conteudo polinico, mas a
eficiéncia na recolha sera reduzida, mas se for excessivamente baixa, as anteras nao
balancam impedindo que estas libertem pdlen, retardando a dispersao polinica.

Por outro lado, o vento favorece o levantamento de pdlen ja sedimentado,
incorporando na atmosfera tipos polinicos que ja finalizaram o seu periodo de
polinizagdo, o que em determinadas ocasides se traduz num periodo post-pico mais

prolongado.

1.6. Caracterizacao do podlen e dos alergénios das Gramineas

Os pdlenes de gramineas sdo a principal fonte de aeroalergénios em ambiente
exterior em climas temperados e frios, sendo o seu papel extensivamente conhecido e
documentado (Knox et al, 1996). O pdlen das gramineas éa principal causa
de sensibilidade alérgica ao ar livre em toda a Europa (Burbach et al., 2009).

As gramineas sdo uma vasta familia de angiospérmicas (plantas com flor),

taxonomicamente designada por Poaceae ( Gramineae), de distribuicdo cosmopolita.
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Embora a diversidade de espécies que pertencem a este grupo seja enorme, cerca de
10000 espécies distribuindo-se por cerca de 650 géneros, entre elas, Lolium perenne,
Poa pratensis, Phleum pratense, Dactylis glomerata e Cynodon dactylon (Knox e tal.,
1996; Suphioglu, 2000, Weber, 2003). O pdlen de diferentes gramineasé
microscopicamente indistinguivel. A quantidade de alérgeno libertado, contudo,
varia entre espécies (Duffort et al., 2008).

Grande parte das gramineas que se observam em Portugal é anual e tal
justifica-se em parte pela resposta ao clima mediterranico que caracteriza boa parte
do pais.

De entre os pacientes alérgicos no mundo, pelo menos 40% estdo sensibilizados
a alergénios de Pdlenes de gramineas (Anderson et al, 2003). Isto deve-se, por um
lado, ao caracter alergénico de muitas espécies que partilham em comum antigénios e
provocam sérios sintomas alérgicos a individuos sensiveis e, por outro lado, a
capacidade que possuem de colonizar diferentes ecossistemas e de ocupar extensas
areas de solo, gracas a sua grande capacidade de reproducdo. Dai que seja tdo
importante o conhecimento dos niveis de Poaceae para os profissionais de saude e
pacientes (Caeiro, 2004).

Em Portugal a floracdo acontece praticamente durante todo o ano,
preferencialmente de Janeiro até Julho. Porém, a maioria das espécies florescem de

Marco a Junho (Caeiro, 2004).

Figura 3. Pdlen de Poaceae (Retirado de Caeiro, 2004)

As espécies mais importantes sao o Lolium perenne, Poa pratensis e Phleum
pratense, mas outras espécies podem ser importantes clinicamente dependendo da

regido geografica (Bass et al., 2000; Davies et al., 2005).
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Devido a homologia estrutural, similaridades imunoquimicas e reactividade
cruzada entre epitopos, os alergénios de pdlen de gramineas sdao classificados em
grupos de acordo com o IUIS (King et al., 1995). De uma maneira geral, treze grupos de
alergénios de podlen de gramineas ja foram descritos. No quadro 1 estdo relacionadas
algumas espécies de gramineas da familia Poaceae de importancia clinica e seus

principais alergénios.

Gramineas da familia Poaceae e seus alérgenos
Lolium perenne Mr (kDa) Phlewm pratense Mr (kDa)
Lolpl 35 Phlp1 27
Lolp2 11 Phip2 10-12
Lolp3 11 Phlp4 55
Lolp4 50-60 Phlp 5 32-38
Lolp5 28-32 Phlp 6 13
Lolp 10 12 Phlp7 6-8
Lolpll 16 Phlp 12 14
Phlp 13 55-60
Poa pratensis Daciylis glamerata
Poapl 33 Dacgl 32
Poaps 28-34 Dacg?2 1
Poap 10 12 Dacg3 14
Dacgs 31
Phalaris aguatica Cynodon dacitylon
Phaal 34 Cyndl 31-32
Phaas 31-33 Cwmd7 12
Cynd 12 14

Quadro 1. Relagdo de gramineas que produzem podlenes alergénicos da familia Poaceae, de acordo com
seus respectivos alergénios e massa molecular relativa (Mr) (retirado de Suphioglu, 2000, com

modificagGes).

Do ponto de vista clinico, alergénios do grupo 1 sdo os mais importantes,
reconhecidos por aproximadamente 95% de todos os pacientes sensibilizados a
pdlenes de gramineas, seguidos pelos do grupo 5, registando-se sensibilizacdo em
cerca de 85% dos pacientes (Weber, 2003).

O pélen de Phleum pratense é uma fonte alergénica comum. E, de facto, uma

das causas mais frequentes de alergia respiratdria no mundo ocidental, induzindo
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rinite sazonal, conjuntivite e asma em individuos sensibilizados (Gavrovic et al., 1997).
O conteudo proteico do pdlen da P. pratense varia de época para época, o qual tem
impacto na quantidade alergénica total a qual os individuos sensibilizados estdao
expostos (Gavrovic et al., 1997).

O Phl p 1 apresenta duas isoformas de 35 e 37 kDa e a sua actividade bioldgica
foi demonstrada pela libertacdo de histamina e através de testes cutaneos. O Phlp 4 é
um alergénio major resistente a tripsina (Fischer et al., 1996). O Phl p 5 é o alergénio
dominante da P. pratense e consiste em duas isoformas que possuem PM de 38 kDa
(Phl p 5a) e 32 kDa (Phl p 5b) e cujo cADN foi pela primeira vez identificado por Vrtala
et al. (Vrtala et al., 1998). Alguns estudos ja demonstraram que o alergénio Phl p 5a
tem predominantemente uma estrutura secunddria helicoidal (Flicker et al., 2000).
Cada isoforma estd dividida em, pelo menos, 4 isoalergénios (Becker et al., 1995), os
guais possuem uma elevada homologia sequencial e actividades alergénicas
semelhantes (Neerven et al., 1998). As células T especificas para Phl p 5 sdo altamente
heterogéneas (Wurtzen et al., 2001).

Para além disso, nem todas as espécies de graminias sdao igualmente
alergénicas (Taketomi et al, 2006), dai que a abundancia de pdlen no ar possa nem
sempre corresponder a um aumento do risco de desenvolvimento de polinose. Assim,
a monitorizacdo do poélen da graminea é um enorme avan¢o no que respeita a
aerobiologia. O Phl p 5 mesmo que nado seja realmente o maior alergénio, no que
respeita o pdélen das gramineas, comparando com o Bet v 1 da Bétula, é sem duvida o
maior (um vez que é um alergénio com mais de 50% de reactividade alérgica em
individuos). O Phl p 5 é no entanto considerado o melhor marcador de sensibilidade ao

polen de Poceae (Duffort et al., 2008).

1.7. Caracteriza¢ao do podlen e dos alergénios da Olea europaea L.

O pdlen de Olea, juntamente com o pdlen de Poaceae, constitui-se como uma

das mais importantes causas de polinose na bacia Mediterranica, abrangendo o Sul de
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Espanha e de Portugal (Feo, 2000). A familia das Oleaceas (Oleaceae) é a principal da
ordem das Lamiales e engloba 600 espécies agrupadas em 29 géneros (Feo, 2000).

O podlen de oliveira é um dos mais importantes do ponto de vista alergolégico
na Europa Mediterranica, onde a sensibilizacdo a este pdlen é uma das causas mais
frequentes de doencas alérgicas (Hernandez et al., 2010). Em concordancia, no Sul de
Portugal, no Alentejo, este pdlen é considerado a segunda causa mais importante de
polinose (Caeiro, 2004).

O periodo de polinizagdo desta espécie é muito curto e intenso, o seu pélen
encontra-se na atmosfera principalmente entre Maio e inicio de Junho e, durante esse
periodo, sdo libertadas grandes quantidades de pélen (Caeiro, 2004; Ferro, 2010).

Estdo actualmente descritos 13 grupos de alergénios do pdélen de O. europea
(www.alergome.org, consultado em Outubro de 2011). Os estudos bioquimicos e
moleculares ja efectuados apontam para a existéncia de uma mistura complexa de
proteinas alergénicas presentes no grdao de pdlen de oliveira. A maioria dos alergénios
existentes neste pdlen foram, até ao momento, caracterizados e isolados em maior ou
menor extensdo alergénios, Ole e 1 a Ole e 13, (Rodriguez et al., 2007; Gaussorgues,
2009).

Ole e 1 foi o primeiro alergénio a ser purificado a partir da Olea europaea e
representa mais de 10% do teor proteico do seu grido de pdlen. E descrito como a
principal proteina alergénica uma vez que mais de 70% dos pacientes alérgicos ao
polen de oliveira apresentam sensibilidade a este alergénio (Gonzdlez et al., 2002;

Rodriguez et al., 2007).

Figura 4. Pdlen de Olea (retirado de Caeiro, 2004)
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Sabe-se que é constituida por 145 aminodcidos, que se encontra no pdlen mas
gue ndo existe nos frutos, folhas, e caules, facto que torna estes tecidos ndo indutores
da polinoses causada pelo pdlen de Oliveira. Ole e 1 é principalmente armazenado nas
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso porém estando o pdlen em estadio de
maturagdo, as cisternas sao transformadas em pequenas vesiculas que se dispersam
pelo citoplasma. Também durante este estadio, Ole e 1 pode ser encontrada na exina
(membrana externa) do grdo de pdlen onde desempenha uma fungdo importante
relacionada com a hidratacdo e germinacdo do grdo de pdlen (Napoli et al.,, 2008;
Kaliner et al, 2008).

O Ole e 1 é uma proteina polimodrfica acida (pl=5,2) que apresenta duas
variantes: uma ndo glicosilada (18,5 kDa) e outra glicosilada (22 kDa). A glicosilagdo
ocorre num residuo de asparagina, Ans111 (Castro et al., 2009).

O mapa antigénico da proteina Ole e 1 identifica trés regiGes que podem ser
consideras como epitopos de reconhecimento para células T nas posi¢des 111-113, 91-
102 e 109-130 da cadeia polipeptidica, tendo-se confirmado que a unido deste
alergénio com a IgE especifica se realiza pela estrutura conformacional e nao
sequencial (Gonzalez et al. 2006; Ferro, 2010).

Existem outros alergénios major no pélen de Olea e que s3o: Olee 1, Ole e 2,
Olee6,0lee7,0lee9eOlee 10 (Carbada et al, 2007, Quiralte et al, 2007). A maioria
dos pacientes sao sensiveis a mais de um dos alergénios referidos e embora a
sensibilidade da Ole e 10 parega estar associada a sintomas mais severos, os pacientes
também sensiveis a Ole e 1 (Quiralte et al, 2007) sendo esta de longe a mais
representativa (96%) da populacdo (Quiralte et al, 2007). Além disso, a Ole e 1 pode
variar entre cultivares (Alche et al, 2007), registando também variacdes temporais
anuais e geograficas (C. Galan, C. Antunes e R. Branddo, observac¢des nao publicadas).
Deste modo a Ole e 1 é, de entre os aeroalergénios de oliveira, o maior e o mais

expressivo em termos de impacto que representa para a saude publica.
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Oliveira da familia Oleaceae e seus alergénios
Olea europaeal L. Mr (Da)
Olea el 16.330
Olea e 2 14.489
Olea e 3 9.356
Olea e 4 2.711
Olea e5 3.104
Olea e 6 5.833
Olea e 7 2.199
Olea e 8 18.907
Olea e 9 48.838
Olea e 10 12.878
Olea e 11 39.667
Olea e 12 34.068
Olea e 13 24.727

Quadro 2. Pélenes alergénicos da familia Oleaceae, de acordo com os seus respectivos alérgénios e

massa molecular relativa (Mr) (informacgao retirada de www.allergome.org a Outubro de 2011).

1.8. Relagao entre pdlen, alergénio e reac¢ao a Testes Cutaneos

Na polinose, a profilaxia é particularmente dificil. Evitar ou diminuir a exposicdo
ao meio externo é complicado devido a necessidade de permanéncia dos individuos no
meio ambiente exterior em actividades de trabalho e lazer (Fahlbusch et al., 2000).

Para além disso, os extractos brutos de pélenes e podem apresentar poténcia
alergénica variavel conforme as condi¢gdes ambientais de cultivo das plantas (Arilla et
al., 2001), do grau de maturacdo dos graos de podlen, do procedimento de extrac¢do
(Mistrello et al.,, 2002) e da estabilidade do extracto (Niederberger et al., 1998;
Niemeijer et al., 1996).

Assim, esses extractos contém uma mistura complexa de proteinas, muitas
delas desconhecidas, das quais somente algumas tem actividade alergénica (Arilla et
al., 2001) e em muitos casos, importantes alergénios podem estar ausentes ou mesmo
em baixa concentragdo ou ainda apresentarem diferentes concentragdes em extractos

comerciais de uma mesma empresa ou entre empresas (Valenta et al, 2007).
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A confirmacdo da sensibilizacdo a um ou mais podlenes é evidenciada pela
presenca de IgE especifica, objectivada nos resultados positivos dos testes cutaneos ou
determinagdes séricas correspondentes. O diagndstico é, entdo, estabelecido pelo
médico assistente, valorizando os resultados obtidos em funcdo da histdria clinica e

determinando a relevancia clinica da sensibilizagdo encontrada.

1.9. Monitorizagdo de Bioaerossois

A avaliagdo quantitativa de bioaerossdis tornou-se importante devido a uma
série de aplica¢Oes na saude e na industria (Camacho, 2007).

Os bioaerossdis ocorrem no ambiente “indoor” e “outdoor”, formando
normalmente misturas complexas de variados componentes e apesar de existirem
varias tecnologias e métodos precisos de medicdo das emissGes de aerossdis, a grande
dificuldade deve-se sobretudo a diversidade de organismos que podem ocorrer numa

dada quantidade de ar (Camacho, 2007).

A partir de finais dos anos 80, Branddo e Lopes (1990) iniciaram analises
aeropalinoldgicas dos principais centros urbanos do sul de Portugal, inicialmente por
métodos gravimétricos (Durham-modificado) e posteriormente volumétricos (sistemas
tipo Hirst) (Branddo et al., 2004). Durante os anos de 1999 e 2000 funcionou em
Portugal uma rede de monitorizagdo polinica assente no método Cour e que abrangeu
a quase totalidade das capitais de distrito (Camacho, 2007).

Através da SPAIC foi possivel estabelecer as condi¢des para a elaboracdo de um
Calendario Polinico Nacional. Em 2002 foi criada a Rede Portuguesa de Aerobiologia
(RPA) cujo centro coordenador se situa em Evora, integrando até ao presente a
informacdo dos 7 postos de captacdo a operar ininterruptamente e que sdo: Porto,
Coimbra, Lisboa, Evora, Portim3o, Ponta Delgada e Funchal (Camacho, 2007).

A RPA, tal como as restantes redes europeias, adoptou a metodologia de

monitorizacdo recomendada pela Rede Europeia de Aerobiologia, disponibilizando
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através dum portal on-line as previsGes polinicas dos 8 dias seguintes, bem como a
distribuicdo polinica total dos postos de recolha. (Camacho, 2007).

No caso especifico de Evora, os estudos demonstraram que entre 2009 e 2010,
se registou uma variacdo inter-anual quer do perfil quer da duracdo da época polinica.
O conteudo polinico total no ar atmosférico variou no intervalo de 5643 a 17107 e
7240 a 12524gr505/m3, no que respeita as Poaceae e a Olea respectivamente. (Lopes

et al.,, 2011; Ferro et al., 2011)

1.10. Métodos para Detec¢ao e Quantificagdo de antigénios

Os métodos imunoldgicos representam uma classe de técnicas de concentragao
de proteinas, principalmente proteinas do sistema imunitario, com alta especificidade
e confiabilidade. Essa técnica imunoldgica utiliza anticorpos especificos para proteina
de interesse com formagdo de complexo proteico rapidamente detectdvel (Dias, 2009).
Estes podem ser qualitativos, usados apenas na deteccdo de antigénios especificos,
semi-quantitativos, utilizados na detec¢ao e avaliagdo da abundancia relativa de um
determinado antigénio e quantitativos, permitindo efectivamente quantificar
antigénios especificos com recurso a curvas padrao (Emon, 2007; Ferro, 2010).

Resumidamente, as vantagens destes métodos estdao relacionadas com a sua
sensibilidade, especificidade, facilidade de uso e permitem a quantificacdo de uma
enorme variedade de proteinas, contudo, sdo bastante dispendiosos devido aos
elevados custos dos reagentes e equipamentos de andlises (Levetin, 2004; Emon,
2007).

No que respeita a analise dos aeroalergénios a partir de extractos obtidos de
grdos de pdlen ou no soro dos pacientes os métodos a que mais se recorre tém sido o
immunoblott, para identificacdo e avaliacdo semi-quantitativa da reactividade e as
técnicas de ELISA, actualmente para quantificacdo de aeroalergénios (Ferro, 2010).
Neste ultimo, o diferencial encontra-se na forma de ligacao do antigénio e preso a uma

superficie (geralmente de poliestireno) através de um anticorpo. Uma vez que esta
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reaccao é sobretudo enzimatica, torna possivel a deteccdo de quantidades muito

reduzidas de antigénio, aumentando assim a sensibilidade da técnica (Dias, 2009).

Existem quatro tipos principais de ELISA: ELISA directo, ELISA competitivo, ELISA

indirecto e ELISA sanduiche, podendo haver interaccdao entre as diferentes técnicas

(Dias, 2009).

I

“
IRRIEY:

& LY Y Y|
DIRECT ELISA COMPETITIVE ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA
| Analito A Anticorpo ,( Anficorpo marcado

Figura 5. Exemplos de formatos de ELISA. (adaptado de Dias 2009).

Assim e definindo:

ELISA directo: os antigénios especificos revestem o interior dos pocos, depois
adicionam-se anticorpos marcados com enzimas. Se o anticorpo reage com
antigénio, o complexo ficara solubilizado. De seguida adiciona-se o substrato
que seja capaz de actuar na enzima marcadora (fig.5 A) (Dias, 2009; Hernandez,
2010).

ELISA competitivo: anticorpos especificos revestem os pocos da placa, depois
adiciona-se uma concentracdo conhecida de uma mistura de antigénio do
anticorpo anterior, ligados a uma enzima e antigénios sem enzima. Depois
adiciona-se o substrato. Prepara-se uma leitura colorimétrica comparativa de
ambas as provas. Se a leitura for analoga, o antigénio estudado ndo apresenta
ligacdo com os anticorpos empregados. Se ha diferenca nas leituras, o antigeno
em estudo esta relacionado sorologicamente ao anticorpo usado e a diferenga
na densidade Optica é proporcional a concentracdo do antigénio problema

(fig.5 B). (Dias, 2009; Hernandez 2010).
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= ELISA indirecto: reveste-se os pocos da placa com antigénios especificos.
Adiciona-se a solucdo com antigénio para que os anticorpos pesquisados
reajam especificamente com os antigénios dos pogos. Adiciona-se o anti-
anticorpo conjugado com uma enzima, 0s quais vao reagir com anticorpos
especificos adicionados na etapa anterior e que se encontram fixados aos
antigénios. Por fim, adiciona-se um substrato capaz de actuar na enzima
marcadora (fig.5 C) (Dias, 2009; Hernandez, 2010).

= ELISA sanduiche (dois anticorpos): os pocos sdo revestidos por anticorpos
especificos para o que se deseja analisar. Adiciona-se a amostra contendo
substancia de interesse e se o0 antigeno que se quer detectar estiver presente,
reagira com o anticorpo. Adicionam-se anticorpos especificos ao antigénio que
se deseja detectar, mas diferente dos anticorpos que se colocou para revestir,
de seguida adiciona-se a enzima. E por ultimo o substrato para determinar a

cor (fig.5 D) (Dias 2009, Hernandez 2010).

Considera-se, entdo, o método ELISA o mais vantajoso dos métodos
imunoquimicos, uma vez que os radio-isdtopos utilizados em RIA sdo substituidos por
uma vasta gama de enzimas (ureases, fosfatase alcalina, peroxidases e pB-
galactosidases) que em contacto com um substrato adequado originam um produto
corado que pode ser quantificado por espectrometria de absor¢cdo molecular.
Distingue-se, ainda, de outros EIA pois neste acontece a ligacdao por adsorcdao de um
dos reagentes a uma fase sélida que normalmente corresponde a superficie de uma
microplaca de 96 pogos e cuja utilizagao contribui para o sucesso do método, dotando-
o da possibilidade de analisar muitas amostras em simultaneo e de facilitar a
automagao dos ensaios. Supde-se que o método ELISA se mantenha na lideranga por
se considerar uma alternativa viavel, uma vez que é simples, de curta duracao,
especifico e sensivel (Dias, 2009; Ferro, 2010).

O tipo de ensaio ELISA escolhido para quantificacdo do aeroalergénio Phlp 5 e
Ole e 1 foi o ELISA sandwich visto que em estudos anteriores foi preciso, reprodutivel e
especifico. Verificou-se ainda que cerca de 90% destes dois alergénios foram
encontrados na fraccdo de bioaerossois de PM>10um e, em ambos, o conteudo foi

directamente proporcional ao numero de graos de pdlen no ar atmosférico,
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encontrando-se uma correlacdo positiva entre os valores didrios dos dois parametros.

(Lopes et al, 2011; Ferro et al, 2011)
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2. PROBLEMATICA

A alergia ao podlen tem tido um grande impacto por toda a Europa, havendo
sinais indicadores do seu aumento nas ultimas décadas, principalmente no que diz
respeito a reaccoes alérgicas respiratérias (D’Amato et al.2007). Como ja se referiu
estima-se que em Portugal, um terco da populacdo seja susceptivel a alergias (segundo
a Sociedade Portuguesa de Alergologia e Imunologia Clinica), as quais se apresentam
principalmente sob a forma de asma, rinite, dermatite atdpica, entre outras
(Lemanske- Junior et al, 2003).

As plantas anemofilas sdo uma das principais fontes de aeroalergénios, sendo
gue, na Europa, as espécies mais importantes pertencem as familias das Poaceae,
Oleaceae e Betulaceae, e ao género Ambrosia. De entre estas, as plantas da familia
Poaceae sdo das principais fontes de alérgenios, devido a sua distribuicdo mundial e a
sua elevada capacidade de producdo de pdlen e da sua libertacdo para a atmosfera.
Em todo o mundo, pelo menos 40% dos pacientes alérgicos sao sensiveis a alergénios
de podlen de gramineas (Taketomi et al, 2006). Tem-se conhecimento de que a
exposicdo aos alergénios representa um factor-chave entre os determinantes
ambientais da asma e rinite alérgica, embora ndo se possam excluir outros factores
como os factores genéticos e a poluigdo do ar, elemento co-adjuvante no
desenvolvimento e na gravidade das manifestacdes da doenca (D’Amato et al.2007).
Dependendo da area geografica, as espécies clinicamente significativas podem variar,
porém, entre as espécies mais importantes estdo Lolium perenne, Poa pratensis e
Phleum pratense (Taketomi et al. 2006). Em Portugal os grdaos de pdlen com
frequéncias mais elevados incluem os de gramineas e oliveira (SPAIC, 2011).

Os alergénios sdo, na maioria dos casos, glicoproteinas que se tornam
facilmente disponiveis biologicamente e sdo capazes de provocar uma reacgao
alérgica, mediada por anticorpos IgE (Taketomi et al. 2006). O Phl constitui a familia de
proteinas mais alergénica do pdlen de gramineas. Destas o Phl p 5 é o principal
alergénio presente e é um dos factores etioldgicos mais responsavel pelas rinites

(rinite alérgica sazonal) e asmas bronquicas, que atingem 80 a 90% das criangas e
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adolescentes, e 40 a 50% dos adultos ja asmaticos (Rajo et al., 2009). A par do pdlen
das gramineas, a polinizacdo da oliveira € uma das maiores causas da alergia
respiratdria nos paises mediterranicos (onde se inclui Portugal) (Tereja et al., 1999).
Mais de 70% dos alérgicos ao polen de oliveira apresentam reacgdo positiva a Ole e 1,
a glicoproteina mais abundante do grdao de pdlen e o alergénio que mais
significativamente contribui para o grau de alergenicidade deste pdlen (Tereja et al,
1999, Gonzalez et al., 2002).

Os alergénios das gramineas e da oliveira representam, daquele modo, um
factor de risco acrescido para pacientes que padecem de outras doencas respiratdrias
(Rajo et al., 2009), acrescendo por isso a necessidade de monitorizacdo nos paises
mediterranicos. Estes, em conjunto com a identificacdo da sensibilizacdo mais
prevalente, poderao contribuir de forma directa ou indirecta para o desenvolvimento
de novas estratégias, nomeadamente ao nivel de diagndstico, terapéutica e prevencao
da doenca alérgica respiratéria, permitindo melhorar os cuidados de saude a
populacdo nacional resultando numa significativa melhoria da qualidade de vida dos

pacientes.
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A realizagdo deste trabalho tem como objectivo principal estudar a
sensibilizacdo a proteinas do Phleum pratense e Olea europea em doentes das

consultas externas de Imunoalergologia de Hospitais do distrito de Evora.

Especificamente, pretende-se:

1- Quantificar os alergénios Phl p 5 e Ole e 1 pelo método imunoquimico (ELISA)

em 2011.

2- Determinar o perfil de distribuicao de aeroalergénios Phl p 5 e Ole e 1 ao longo

da estacdo polinica.

3- Avaliar a correlacdo entre os perfis de distribuicdo de aeroalergénios Phl p 5 e

Ole e 1 com os pdlenes de Poaceae e Olea, respectivamente.

4- Estudar a sensibilizacdo de pacientes dos distritos de Portalegre e Evora a

proteinas de Phleum pratense e Olea europea.

5- Avaliar a correlagdo entre a sintomatologia e a concentragdo de pdlen e/ou

alergénios Phl p 5 e Ole e 1 no ar atmosférico.
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4.1 Caracterizagao da populagao e determinag¢ao da sensibilizagdo

O trabalho iniciou-se com o estudo da sensibilizagao dos pacientes as proteinas
das espécies Phleum pratense e Olea europea que frequentam as consultas externas
de imunoalergologia dos Hospitais do distrito de Evora. Para isso foram realizados
testes cutaneos de Prick modificado ao Phleum total e Olea total, e especificamente ao
Phl p 5 e Ole e 1, e disponiveis comercialmente. Esta parte concretamente foi da
responsabilidade dos técnicos de saude sob a coordenacdo da Dra. Luisa Lopes,

imunoalergologista responsdavel das consultas.

4.1.1 Testes cutaneos de Pricks

Para a realizacdo do teste utilizou-se extracto bruto de podlen de Phleum
pratense e extracto bruto de Olea europea L. Deste modo, o teste concretizou-se pela
deposicdo de uma gota de cada extracto alergénico na face interna do antebraco, apds
antissepsia do mesmo com etanol a 70%, distanciando 4 cm uma da outra. Sobre a
gota depositada foi feita uma picada com uma lanceta estéril de metal ou plastico.

Em todos os testes, foram utilizados controlo positivo (histamina a 10mg/mL) e
controlo negativo (solucdo salina fisioldgica fenolada a 0,5 % e glicerinada a 50 %). A
leitura da reaccdo foi feita passados 15 minutos, com auxilio de uma régua especifica
graduada em milimetros (mm). Uma reacgdo positiva ao teste caracteriza-se pelo
aparecimento de uma pdapula de cor amarelada palida (edema) com uma auréola

vermelha circundante (eritema). As reac¢des cutdaneas ao teste, que se desenvolvam
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com a mesma extensao que com a solugdo de histamina, sao classificadas de grau +++.

Reacgdes mais fortes sdo, por consequéncia, classificadas com o grau ++++, as mais

fracas como + ou ++. A reac¢do ao controlo negativo é registada com @.

Figura 6. Teste cutdneo de Prick (retirado de publica.opovo.com.br)

4.2. Monitorizagao do bioaerossél

7

O método de obtencdo de amostras é escolhido consoante a finalidade do
estudo, empregando-se normalmente um ou varios métodos de amostragem (Lee et
al, 2004). O aparelho de captacdo escolhido foi um colector de impacto, onde a
amostragem das particulas ocorre por colisdo contra uma superficie de recolha sélida.

O método é qualitativo e quantitativo e em que se analisam as amostras
visando a identificacdo das particulas por caracteristicas como forma e tamanho das
mesmas e posterior calculo das respectivas frequéncias. E aplicavel apenas a particulas
de maiores dimensdes como pdlenes e esporos porque a identificacdo é por
microscopia Optica. Particulas abaixo do poder de resolugdao do microscdpio ndo sao

detectaveis. O colector de impacto utilizado para a recolha das amostras polinicas de

ar exterior assentou na metodologia de Hirst.
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4.2.1.Colector Volumétrico de Tipo Hirst

A amostragem realizada através deste tipo de colector baseia-se na sucgao de
um fluxo de ar de 10 L/min através de uma unidade de impacto que diz respeito a um
orificio (14mm x 2mm) e de um suporte circular (tambor) munido de uma cinta
Melinex impregnada com silicone onde ficam retidas as particulas. Este suporte
circular encontra-se ligado a um relégio com um mecanismo giratério que possibilita a
sua passagem pelo orificio a 2 mm/h permitindo, assim, discriminar o tempo de

amostragem (Ferro, 2010; Hernandez, 2010).

Cata-vento

Unidade de Impacto

Bomba de Vacuo

Figura 7. Colector de impacto do tipo Hirst (retirado de Ferro, 2010).

4.2.2 Colectores de Impacto para Bioaerossdis

O tipo de colector de impacto utilizado neste estudo foi o Rupprecht and
Patashnick ChemVol®2400 high-volume cascade impactor (Albany, NY, USA) que esta
ligado a uma bomba digital com um fluxo de 800L/min que garante a sucg¢do das
particulas presentes no ar atmosférico exterior. Essas particulas ficam retidas em

filtros de poli-uretano, sendo estes de varios tamanhos (XL, M, S) e em que as
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particulas (p) ficam entdo retidas de acordo com as suas dimensdes. Assim, p > 10 um
ficam retidas no filtro XL, 10 um > p > 2,5 um ficam no filtro M enquanto o filtro S
captura particulas de dimensGes compreendidas entre 2,5 um — 0,25 um (Buters et al.,
2010).
Este colector de impacto é usado em determinadas aplicacdes nomeadamente:
= Obtencdo de amostras das particulas por frac¢ées e tamanhos.
= Caracterizacdo quimica
= Determinacdo da toxicidade
= |dentificacdo das particulas
O sistema é entdo composto por um CHEMVOL-Sampler, tripé, ventilador de

alta capacidade e um tubo com interligagdo com o ar.

Figura 8. CHEMVOL-Sampler e os varios tamanhos de filtros (adaptado de http://www.bgiusa.com)

Ainda assim, os filtros de poli-uretanos trazem algumas vantagens:

= Ao serem de uma espécie de esponja amortecem a colisdo das particulas, bem
como a porosidade do material permite fixar particulas de vdarias dimensdes, ou
seja, possui uma alta capacidade de colheita.

= A durabilidade é maior em relacdo aos outros tipos de filtros, bem como a
capacidade de carga é maior. E uma vez que a taxa de fluxo é de 800 |/min,
uma grande quantidade de particulas pode ser colhida para amostragem,
facilitando a recuperacdo de particulas para a analise.

= As amostras podem ser facilmente colhidas com pequenas quantidades de

aguas ou solventes organicos.
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= S3o inertes, e sdo o meio adequado para eventuais analises quimicas,
toxicoldgicas e fisicas.

= A andlise das amostras é feita através de métodos imunoquimicos, sendo estes
especificos para quantificacdo das fracgdes proteicas alergénicas provenientes

dos pélenes.

4.3 Recolha de alergénio em ar atmosférico e prepara¢ao das amostras

A recolha e preparacao das amostras iniciou-se com:

= Recolha de ar atmosférico, durante a estacdo polinica, contendo os pdlenes das
gramineas e da oliveira (normalmente entre Abril e Julho). Esta recolha foi
efectuada utilizando o referido colector de particulas que se encontrava num
local bem arejado e aberto para que a captura do ar fosse eficaz;

» Qs filtros foram conservados a -70°C até ao momento da extrac¢do e
preparagao das amostras, permitindo a recolha da fracgao proteica,

» QOs extractos foram, seguidamente, liofilizados e conservados a -70°C para

posterior andlise;
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Figura 9. Colector de impacto Rupprecht and Patashnick ChemVol®2400 high-volume cascade impactor

(Albany, NY, USA) equipado com dois filtos

4.4 Preparacgao dos Filtros de poli-uretano para Utilizagio no CHEMVOL-Sample

Os filtros foram prévia e devidamente lavados para se evitarem falsos
positivos, durante a quantificagdo do aeroalergénio, resultantes de compostos
quimicos eventualmente existentes nos mesmos;

Foram colocados em recipientes contendo tampao Bicarbonato de Amoénio
0,1M (pH 8,11) (Sigma-Aldrich) e postos a agitar durante 1 hora a 6 rotagdes
por minuto (rpm), foram depois mergulhados 3 vezes em agua bidestilada;

Colocaram-se, novamente, os filtros em recipientes limpos com 3agua
bidestilada durante uma hora e sujeitaram-se os mesmos a agita¢ao (6 rpm).

Depois colocaram-se numa estufa a 37°C durante 4 dias;

Por altimo, armazenaram-se os filtros em sacos devidamente identificados
(data, n.2 do filtro, alergénio(s) a quantificar, local da recolha até a data de

utilizacao;
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Durante todo o processo de lavagem e armazenamento evitou-se a exposi¢do dos

filtros a luz solar uma vez que a radiagao os pode danificar.

4.5 Substituicao dos Filtros de poli-uretano no CHEMVOL-Sampler

A substituicao dos filtros é feita do seguinte modo:

Em primeiro lugar, desligou-se a bomba digital DHM 60 do Chemvol-Sampler;
Retirou-se a campanula do tripé e colocou-se numa bancada firme, depois
abriu-se a campanula ao meio, ficando-se com duas partes, de modo aos os
filtros XL e M ficarem visiveis;

Com o auxilio de luvas e pingas retiraram-se os filtros, sendo estes divididos em
trés partes. Cada parte foi colocada em tubos de Falcon de 50 mL devidamente
identificados com o numero do filtro, o nome dos alergénicos a quantificar, o

local de recolha, a data em que o filtro foi colocado no Chemvol-Sampler;

Figura 10. Mudanga dos filtros XL e M

Foram depois armazenados a -80°C;

Para finalizar foram colocados os novos filtros no interior da campanula (com
luvas e pingas para que ndo haja contaminagdes). Encaixaram-se as duas partes
da campanula e colocaram-se de novo no tripé, ligando a bomba digital DHM

60;
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Os filtros foram substituidos a cada 24 horas de utilizacdo, mais concretamente

ao meio-dia, de cada dia.

4.6 Extracgao da fracgao proteica e preparagao dos extractos

O conteudo proteico presente nos filtros foi extraido com tampdo
Bicarbonato de Amodnio 0,1 M (pH 8.1) suplementado com 0,1% de BSA
(Sigma). Foram adicionados 15 e 6 mL aos tubos de Falcon que continham os
filtros XL e M;

Estes foram, posteriormente, submetidos a agitagdo por inversdao num
Rotating head-over-head a 60 rpm durante 4 horas e protegidos da luz;

De seguida, foram centrifugados a 1000g durante 5 minutos a temperatura
ambiente, transferindo-se o sobrenadante para tubos de Falcon de 15mL e
procedendo-se a nova centrifugagao, 4000g durante 10 minutos a 4°C;

Sendo o sobrenadante aliquotado de acordo com as seguintes condicoes:
- Filtros XL: 4 aliquotas de 2,5 mL as quais foram adicionados 2 pL de BSA
10% e 2 aliquotas de 2 mL sem BSA.

- Filtros M: 2 aliquotas de 2,5 mL as quais foram adicionados 2 pL de BSA
10%.

As aliquotas foram armazenadas a -80°C;

Posteriormente foram submetidas a liofilizagdo durante 48 horas. O liofilizado

foi armazenado até a andlise também -80°C.
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4.7 Quantificacao dos alergénios Phl p 5 e Ole e 1 por ELISA

O ELISA é actualmente o método imunoquimico mais promissor para a
quantificacdo de alergénios e, consequentemente, o adoptado neste trabalho para a
determinacdo do Phl p5 e do Ole e 1. Neste caso, fez-se recurso a um método
“Sandwich” assimétrico que se baseia na captura do alergénio com anticorpos
monoclonais, seguido da deteccdo com um anticorpo secundario mono ou policlonal
marcados com biotina (Weber; Arrila et al., 2002). A este complexo, adicionou-se um
conjugado (estreptavidina-peroxidase) o qual, em sequéncia de adicdo de um
substrato, originard um produto corado quantificavel por espectrometria de absorgao
molecular e cuja concentracdo é proporcional a concentracdo de alergénio presente na

amostra

4.7.1 Ligagcao do anticorpo a fase sdlida

O ensaio iniciou-se com o revestimento dos pocos das microplacas de
poliestireno com uma solugdo contendo o anticorpo monoclonal (cada placa com o seu
anticorpo, nomeadamente o Phl p 5 e Olea e 1) sendo ambos diluidos em tampao de
revestimento, e de seguida adicionou-se 100 pL da solug¢do de anticorpo a cada

compartimento da placa, seguindo-se um periodo de incubagdo overnight a 4°C.

4.7.2 Lavagem das placas

A etapa de lavagem teve como objectivo remover as particulas e os anticorpos
gue ndo ficaram adsorvidos a fase sélida. O procedimento experimental envolveu,

normalmente, trés lavagens dos pocos entre cada etapa com solucdo salina de fosfato
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com 1% de Tween (PBS-T). Apds a lavagem, as placas foram invertidas sobre papel

absorvente de forma a eliminar a totalidade da solucdo de lavagem.

4.7.3 Saturagao da placa com BSA

A saturacdo da placa realizou-se com o intuito de eliminar as possiveis ligacoes
inespecificas de componentes do ensaio como antigénio ou do anticorpo secundario a
placa. Deste modo, adicionaram-se 100 pL de PSB-T suplementado com 1% de BSA
(tampdo de bloqueio) em cada compartimento da microplaca, promovendo a ligagdo
da BSA aos locais deixados livres pelas moléculas do anticorpo. Incubou-se durante 1

hora a 37°C.

4.7.4 Ligagao do antigénio

Procedeu-se, entdo, a aplicacdo de solugcbes contendo antigénio, proteina Phl p
5 e Ole e 1 ambas existentes nas amostras e nos padrdes, que se ligam aos anticorpos
imobilizados na fase solida.

Na realizacdo das curvas padrdo recorreu-se a uma série de diluicGes
sucessivas, obtendo-se concentra¢des correspondentes a 800; 400; 200; 100; 50; 25;
12,5; 6, 25; 3, 125; 1,5625 ng/mL a partir de um padrdo de Phl p5 purificado e 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78; 0,39; 0,2; 0,1 ng/mL de Ole el também purificado (2,5
ug/mL; Bial).

Foram igualmente preparadas uma gama de dilui¢ées (1:1; 1:2; 1:5; 1:10; 1:20;
1:40; 1:80; 1:160) para as amostras e em cada ensaio foram analisadas pelo menos 3
diluigdes diferentes.

Na preparacdo dos padrbes, amostras e controlos utilizou-se tampdo de
diluicdo (PBS-T suplementado com 1% de BSA). Foi também preparado um controlo

negativo que consistiu em pocos onde nao foi adicionado o anticorpo de deteccdo e,
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portanto, independentemente da presenga ou ndo de antigénio, ndo devera formar-se
o produto da reaccdo. Este passo permite averiguar a ocorréncia de reacgles
inespecificas.

Adicionaram-se 100 pL das amostras, dos padrGes e controlos positivos aos
compartimentos da microplaca de acordo com a figura. No caso da analise da Ole e 1,
as placas foram incubadas a 37 2C durante uma 1hora, enquanto no caso da andlise do

Phl p 5, estas permaneceram a temperatura ambiente durante 2 horas.

4.7.5 Adicao do Anticorpo Secunddrio

A etapa de deteccdo consiste na adicdo de 100 pL de uma solugdo de anticorpo
de detecgao policlonal marcado com biotina, sendo para o Phl p 5 (12mL de tampdo de
diluigdo + 60uL7mL de biotina) e para a Ole e 1 (0,1x10-3 pg/mL de biotina + 12mL de
tampao de dilui¢do). As placas foram incubadas durante 1 h aa 37 °C ou a temperatura

ambiente, consoante se tratasse da analise de Ole e 1 ou Phl p 5, respectivamente.

4.7.6 Adicao do conjugado estreptavidina-peroxidase

Apds a lavagem das placas, adicionou-se a cada compartimento da placa 100 pL
de um conjugado contendo o conjugado que permitiu a detec¢do, POX (0,250 ng/mL)
(Sigma). Nesta etapa, a incubagdo foi de 30 min para o Phl p 5 a temperatura ambiente

elhparaaOleela37°C.
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4.7.7 Adigao do Substrato e Paragem da Reacgao

As microplacas foram lavadas de modo a remover o excesso de enzima e
posteriormente adicionaram-se 100 pL do substrato Tetra-metilbenzidina (TMB)
(Sigma) que apds oxidagao origina um produto corado de azul (fig.11 A). Aguardaram-
se 10 minutos e parou-se a reacgao com acido sulfarico (1,5M) (fig.11 B), verificando-
se alteragdo da cor da solugao de azul para amarelo. O produto da reac¢ao foi
guantificado por espectrometria de absorcao molecular, determinando a absorvancia

a 450 nm.

'_.f

Figura 11. Obtengdo do produto a reacgdo, apds a adicdo de TMB e paragem da reacgdo (retirado de

Ferro, 2010).

4.7.8. Captacdo e Quantificacao dos Aeroalergénios Phip5 e Olee 1 na
cidade de Evora

Este tipo de ensaio foi o escolhido por permitir, além da analise de extractos
totais, amostras impuras, tendo sido anteriormente utilizado por outros autores para

quantificacdo de outras proteinas alergénicas (Buters et al., 2010; Ferro, 2010). No
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entanto, ambos os alergénios se mostraram muito reprodutiveis e sensiveis ao método
de Elisa sandwich.

Em cada ensaio foi sempre preparada uma curva de calibracdo (fig.12)
utilizando solucGes padrdo de Phl p 5 e Ole e 1 purificado. A figura mostra um exemplo
de curva de calibracdo tipica das que foram realizadas em laboratdrio e em que os
pontos experimentais foram ajustados a uma sigmdide log-logistica utilizada

posteriormente para a determinagdo da concentracdo das amostras.

Equation 'y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)" = B
P) Logistic Fit of B

Adj. R-Sq  0,99797
1,24 Value Standard

B Al 0,203 0,01087 -
1o B A2 1,128 0,02876 —

1 s X0 34,40 1,46509

B p 1,755 0,13554

0,8 -
o /
0,6+ /
0,44 /
,7/'./
0,2 Pffi"
T
1 10 100
A

Figura 12. Aspecto de uma curva de Calibragdo sigmdide log-logistica utilizando solugées padrao.

Todas as curvas sigmodides foram similares tendo a absorvancia variado entre
0,1 e 1,8 parao Phlp5e0,1e3,0paraa Olee 1, utilizando solugbes padrao cujas
concentragdes variaram no intervalo e 0,1 ng/mL a 50 ng/mL para a Ole e 1. Os limites
minimos e maximos de sensibilidade para quantificagdo do Phl p 5 foi de 1,5625 ng/mL
e 800 ng/mL e para a Ole e 1 foram de aproximadamente 1 ng/mL a 25 ng/mL. A
equacgao da curva sigmoide logistica é entdo:

Ay — A

y= 2 44,
1+ 'I:A"‘l'.'l.":. :lr

Onde:
y — absorvancia;

A1— absorvancia minima curva;

A2— absorvancia maxima da curva;
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x — Concentracdo de alergénio a determinar;
xo— Concentracgdo de alergénio correspondente ao ponto médio da curva (ponto de inflexdo);

p — declive.

Através desta equacdo conseguiu-se determinar por interpolagdo os valores
que se encontram nos intervalos de absorvancia correspondentes a zona de maior
declive da curva, ou seja, de maior sensibilidade pois acima ou abaixo destes limites o
método é menos sensivel.

Para avaliar a reprodutibilidade e exactiddo do método foram ainda utilizados
controlos positivos com concentracdo conhecida e que se situam no intervalo de

sensibilidade da curva de calibragao.

4.7.9. Determinagdo da quantidade de alergénio por m> de ar

A determinacdo das concentragdes de Phl p 5 e Ole e 1 fez-se por interpolacao
da curva sigmoéide ajustada aos pontos da curva construida com os padroes de cada
um purificado, multiplicando-se pelo factor de diluicdo com o qual a amostra foi
preparada. Dado que a concentracdo obtida a partir desta se refere ao aeroalergénio
existente num poco da microplaca de ELISA (100 pL), torna-se necessario converte-la
para a quantidade total de alergénio extraido dos filtros do CHEMVOL-Sampler

utilizando-se a equacéo:

[ Alergénio| (qug /L)
f.l‘ = Il.c.' x 3

1,155

[ Alergénio| (pyg /ml) =

Onde:
fd — Factor de diluicdo = 10;
Ve — Volume de tampao de extracgao = 15 mL para os filtros XL ou 6 mL para os filtros

M;
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3 — Numero de partes num filtro;

1,155 — Volume de ar que passa no filtro (m3).

Os resultados apresentados estdo expressados em picogramas por metro

clbico de ar capturado pelo colector (pg/m3).

4.8. Caraterizacao da populagdo em estudo e determinac¢ao da sua sensibiliza¢cao

Neste trabalho procurou-se também estudar a sensibilizacdo a proteinas das
espécies Phleum pratense e Olea europea em pacientes que frequentam as consultas
externas de imunoalergologia de Hospitais do distrito de Evora, regides onde a
concentragdo de gramineas e a plantagao de oliveira sdo bastante elevadas. Para isso
foram realizados testes cutaneos de Prick modificado ao Phleum total e Olea total e
especificamente ao Phlp 5 e Ole e 1.

A amostra conseguida foi de apenas de 67 pacientes, todos polissensibilizados,
36 sdo do sexo feminino e 31 do sexo masculino, dos quais apenas 9 se conseguiram
obter a informacdo completa. Os dados que se seguem sdo correspondentes aos 67
pacientes. A média de idades é de 38+3 anos para as mulheres e 321 3 anos para os

homens, ndo sendo a diferenga estatisticamente significativa (p> 0,05).

46 -

41 1

HH

36 ¢

31 4

26 4

Idade

21

Totais Sexo F Sexo M

Figura 13. Idade média dos pacientes da populagdo em estudo de acordo com o género (Masculino e

Feminino). As barras representam o valor médio+3 epm (p>0,05).
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Dos pacientes diagnosticados escolheram-se aqueles que apresentaram

sensibilizacdo ao Phleum, a Olea ou aos dois.

4.9. Recolha e andlise da sintomatologia e sua correlagdo com os parametros

ambientais medidos

4.9.1. Registo dos sintomas dos pacientes

Procedeu-se ao registo sistematico dos sintomas do grupo de pacientes em
estudo, trabalho que foi realizado sob coordenagdao da Dra. Luisa Lopes. Solicitou-se
aos pacientes que em cada dia do més, registassem os sintomas e os classificassem de
acordo com a sua intensidade dos sintomas de 0 a 3, em que O corresponde a auséncia
e 3 a intensidade maxima de sintomas, no periodo de 5 de Abril de 2011 a 30 de Junho
de 2011. Na lista incluiram-se 9 sintomas distintos: espirros, rinorreia, obstruc¢do nasal,
pruido nasal, lacrimejo, pruido ocular, olhos inflamados, pestanas coladas e respiracdo
ruidosa (fig.14). A pontuagdao maxima possivel correspondeu a 27. Tendo em conta a
pontuagao maxima possivel e a registada diariamente determinou-se a percentagem
de intensidade dos sintomas e procurou-se averiguar a correlacdo entre este
parametro e os dados polinicos (obtidos pelo método Hirst) e dos alergénios

(quantificados por ELISA).
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Registo diario de sintormas de medicacdo em doentes alergicos

Ficha n® Sexo: Data de nascimento:
MNorme: hf orada:
Diagnostica: Estudo aleryoldgico:

AN,
Més

Sintaras 1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 26 26 27 28 29 30 ¥
Espirmos

Rinorreia
Ostrugdo nasal
Fruido nasal
Lacrimen

Fruido ocular
Olhos inflamados
Pestanas coladas
Respiracdo nidosa

Classificacdo de sintomas:
0 Ausente
1 Ligeiro
2 Moderado
3 Intenso

For favor ndo se esqueca de preencher egte impresso todos os dias. N3o deie ficar para o fim de semans, a memdria pode falhar, ha erms
cometerm por esguecimento, diminuido a precisdo necessaria.

Figura 14. Réplica do questionario que foi entregue aos pacientes

4.9.2. Anadlise da correlagdo entre os sintomas dos pacientes e os

doseamentos atmosféricos de pdlen e aeroalergénios

Devido ao facto da polinizagao ocorrer em picos e ndao de forma continua ou
constante analisou-se o perfil das curvas (sintomas dos pacientes; grdaos de podlen;
aeroalergénios) onde se observaram oscilagdes nas curvas, podendo estas subdividir-
se em varios picos ao longo da estacdo polinica. Assim, tomaram-se os diversos picos e
procurou-se averiguar se estes se correlacionavam com a quantidade média de
alergénio ou o pdlen, durante o mesmo periodo.

Para a avaliagdo do significado estatistico os valores dos grupos foram
submetidos a varios parametros nomeadamente média, desvio-padrao, erro padrao da
média, bem como o teste de analise de varidncia segundo o método ANOVA para um
nivel de significancia de 0,05. Por ultimo, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de

Spearman para avaliar se havia correlacdo entre os valores obtidos.
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5.1. Contelido em pdlen de Poaceae e Olea e alergénios Phlp 5 e Ole e 1 no ar

exterior da cidade de Evora em 2011

Neste estudo procurou-se determinar o contelddo em alergénios que se créem
mais relevantes do ponto de vista alergoldgico no Alentejo, Phl p 5 e Ole e 1, em
amostras de ar exterior colhidas na cidade de Evora e estudar a sua correlagdo como
conteudo polinico atmosférico.

A figura 15 mostra a distribuicdo dos alergénios ao longo da estagao polinica de
2011 encontrada nos filtros M e XL, correspondentes as fracgdes de suspensdo de ar
de particulas de dimensdes 2,5um<PM<10um e PM>10um, respectivamente. Os
graficos mostram a existéncia de proporcionalidade entre a proporcdo de alergénio
recolhida nos filtros XL e M, independentemente de se tratar de Phl p 5 ou Ole e 1 (Fig.
15A e 15B). Observou-se ainda que as proteinas Phl p 5 e Ole e 1 ficaram
maioritariamente retidas nos filtros XL, correspondendo a cerca 90% do total (Fig. 15A
e 15B, “inlet”).

Em 2011, o perfil em alergénio Phl p 5 iniciou-se em 5 de Abril de 2011 e teve a
duragao de 100 dias e caracterizou-se pela presengao de dois picos de elevada
concentracdo entre 5 e 27 de Maio (Fig. 15A). O Valor maximo de Phl p 5 registou-se
no dia 22 de Maio atingindo 3041 pg/m3 de ar (valor médio das 24h). No que respeita
ao alergénio Ole e 1, a época estendeu-se de 5 de Abril de 2012 a 13 de Julho de 2012
e caracterizou-se por um pico que ocorreu entre os dias 26 de Abril e 17 de Maio (Fig.
15B). O valor mais elevado registado foi de 2202 pg/m3 de ar e ocorreu no dia 11 de

Maio.
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Figura 15. Distribuicdo de alergénio nas fraccdes PM>10 um (XL) e 2,5>PM>10um (M) durante a estacdo
polinica de 2011. (A) Variagao diaria da concentragao de Phl/ p 5 e percentagem de distribuicdo (“inlet”);

(B) Variacgdo diaria da concentragdo de Ole e 1 e percentagem de distribuicdo (“inlet”).

Por outro lado, analisando o perfil de distribuigdo de alergénios e comparando-
o com o perfil das curvas polinicas observou-se um elevado grau de sobreposicdo entre
os dois parametros (Fig. 16 e Fig. 17). De facto, no caso das gramineas, o pico de
alergénio Phl p 5 (3041 pg/m3) observou-se no mesmo dia em que se registou o

ndmero mais elevado de grios de pdlen de toda a estacio com 1676 pSlen/m® de ar

43



(fig 16). Para além disso, observou-se uma correlacdo positiva (r’=0,56) entre a

guantidade de Phl p 5 e pdlen de gramineas no ar (Fig. 16, “inlet”).

No que respeita ao perfil em alergénio Ole e 1, este caracterizou-se por uma

fase mais concentrada de polinizacdo entre os dias 26 de Abril e 17 de Maio,

registando-se varios picos em que as concentracdes polinicas sdo superiores a 800

grios/m>, incluido o pico mais elevado de alergénio Ole e 1 (2202 pg/m®). No entanto,

também se observou uma correlagdo positiva (r’=0,49) entre a quantidade de Olee 1l e

pdlen de Oleaceae no ar (Fig. 16, “inlet”).
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Figura 16. Perfil da curva polinica de Poaceae e conteudo do aeroalergénio Phl p 5 presente no ar
atmosférico exterior nas estacdes polinicas de 2011.
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Figura 17. Perfil da curva polinica de Olea europea e contelddo do aeroalergénio Ole e 1 presente no ar
atmosférico exterior na estagdo polinica de 2011.

Finalmente, em 2011 a quantidade total de alergénio Phl p 5 no ar foi de 38977
pg/m3 e o valor total de graos de pdlen das gramineas foi de 14607 gréo/m3 (Fig. 18A).
No caso do alergénio Ole e 1 registou-se o valor de 12958 pg/m’ e as contagens de
pdlen de oliveira tomou o valor de 6295 grﬁo/m3 nesta estacdo polinica (Fig.18B).
Tomando os valores totais da estacdo polinica, a quantidade de alergénio libertada por
grao de pdlen foi de 1,33pg/pdlen e de 1,13 pg/pdlen para as gramineas e a oliveira,

respectivamente (Fig. 16 e 17, “inlets”).
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Figura 18. Concentracgdo de grdos de pdlen e concentragdo de Phl p5 (A) e Ole el (B) ao longo da época
de 2011
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Comparando os resultados com os dos anos anteriores observou-se que 2011
foi um ano médio em termos de pdlen de gramineas. O conteido em Phl p 5 foi de
38976 pg/m3, valor esse, mais elevado que nos anos anteriores. No entanto, a carga
alergénica do podlen de gramineas em 2011 atingiu o valor mais baixo (1,33pg/pdlen)
registado nos ultimos trés anos (Lopes et al., 2011; Ferro et al., 2011).

No que concerne a Ole e 1 observou-se que em 2011 o niumero de graos de
pélen diminiu para metade (6295 grio/m?®) em relagdo a 2010 (12594 grio/m?),
contudo observou-se uma diminuicdo no carga alergénica por grao de pdlen entre
2,678pg/m3 e 1,13 pg/m3 (Lopes et al., 2011;Ferro et al., 2011) o que nos possibilita
dizer que no ano 2010 obteve-se uma carga alergénica maior.

A semelhanca do que fora observado em anos anteriores observou-se que os
alergénios ficaram maioritariamente retidos nos filtros XL, que retém particulas de
dimensdes superiores a 10um, compativeis com as dimensdes dos grdos de pdlen
(Lopes et al, 2011; Ferro et al, 2011). Por outro lado, observou-se ainda uma elevada
correlacdo entre as quantidades de alergénio e de pdlen no ar (Fig. 17 e 18) facto ja
observado noutros estudos (Lopes et al.,, 2011; Ferro, 2011). Em conjunto, estes
resultados sugerem que os alergénios sao maioritariamente transportados pelos graos
de podlen. Uma pequena fracgdo dos alergénios foi, no entanto, registada nos filtros M,
onde ficam retidas particulas cujas dimensGes variam de 2,5 a 10um, ndo permitindo
excluir a possibilidade do alergénio também poder existir no ar associado a outro tipo
particulas que ndo os grdaos de pdlen, como foi ja sugerido na literatura (D’Amato,

2007; Adhikari et al., 2006).
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5.2. Determinag¢ao da sensibilizacao da populacdao em estudo

A figura 19 A. mostra a prevaléncia da sensibilizacdo da populagdo em estudo.
Observou-se que 72 % dos pacientes apresentam sensibilizacdo ao Phleum total e 48%
a Olea total, ndao se tendo observado diferengas significativas entre géneros. No
entanto, observa-se que os pacientes apresentaram maior sensibilizacdo ao Phl p 1 do
que ao Phl p 5, sendo a prevaléncia de 73% e 48%, respectivamente. No caso da Olea,
observou-se que a reactividade a Olea total foi significativamente maior que a Ole e 1.
Cerca de 1% dos pacientes reagiram apenas a Ole e 1 (Fig. 19 C).

A figura 19 B. mostra que 42% dos pacientes, independentemente do género,
apresentaram sensibilizacdo ao Phleum total, Phl p1 e Phl p5. S6 3% dos pacientes e
todos do género masculino manifestaram sensibilizagao somente a Phl p 5.

No caso da Olea (Fig. 19 C), os resultados mostram que 16% dos pacientes
apresentaram sensibilizacdo a Olea total, Ole e 1 e Ole e 2 sendo mais prevalente entre
o género feminino. Observou-se, ainda, novamente, que uma pequena percentagem

(1%), todos do género masculino, apresentou sensibilizacdo, a Ole e 1.
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Figura 19. Prevaléncia da sensibilizagdo a proteinas de Phleum e Olea na populagdo em estudo. (A).
Total de Pacientes sensiveis quer & Olea total, Ole e 1, Ole e 2 quer ao Phleum total, Phl p 5, Phl p 1. (B)
Pacientes que apresentam sensibilidade Phleum total, Phlp 5, Phl pl. (C) Pacientes que apresentam

sensibilidade Olea total, Ole e 1, Ole e 2 (Anexo 1).

Em suma, a prevaléncia da sensibilizacdo na populacdo estudada, que se
considera representativa da populacdo no distrito de Evora, foi de 48% para o Phip 5 e
de 33% o Ole e 1 entre os mais relevantes. Observou-se ainda que uma percentagem
dos individuos reagiu a alergénios especificos sem apresentar reactividade ao exracto
total. E conhecido que o elevado grau de semelhancga estrutural entre alergénios de
diversas espécies determina e existéncia de extensa reactividade cruzada entre as

proteinas alergénicas do pdlen de outras espécies pertencentes a familia Oleaceae e
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também com podlenes ndo relacionados filogeneticamente como as gramineas
(Taketomi et al, 2006).

Esta reactividade cruzada contribui provavelmente, a par da variacdao geografica
e anual do conteido em alergénio do pdlen, para os desvios observados na correlagdo
entre os sintomas dos pacientes e a quantidade de pdlen no ar. Estes factores
determinam em grande parte os impactos do pdlen na saude publica, sendo, portante
relevante o esclarecimento da relagdao entre os sintomas e os alergénios “major” mais
representativos na regido, no caso particular deste estudo Phl p 5 e Ole e 1, tendo em

consideracao o tipo e grau de sensibilizacdo dos pacientes estudados.

5.3. Andlise da prevaléncia dos sintomas e estudo da sua correlagdo com os

conteuidos polinicos ou de aeroalergénios

Apenas 9 pacientes entregaram na consulta de imunoalergologia os
guestionarios com a informacdo completa dos sintomas ao longo da época polinica (de
Abril até Junho). Todos sdo polissensibilizados, apresentando sensibilizacdo a pelo
menos um dos alergénios em estudo. As idades estdo compreendidas entre os 14 e os
49 anos.

Os resultados de prevaléncia de sintomas estdo resumidos na figura 20.
Observou-se que o sintoma manifestado com maior intensidade foi a obstrucdo nasal
(19%) seguido do prurido nasal (16%) e o sintoma menos revalente foi o das pestanas

coladas (2%).
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Figura 20. Prevaléncia dos sintomas dos pacientes ao longo da época polinica (Abril até Junho de 2011)

Utilizando os resultados obtidos nos questiondrios foi possivel tracar a curva de
evolugao da intensidade dos sintomas diarios dos pacientes ao longo da estagao
polinica e procurou-se avaliar a correlagdo desta com as curvas polinicas e de
aeroalergénios em 2011 (Fig. 21 a 23). A figura 21 mostra a sobreposi¢ao dos sintomas
com a curva de polinizacdo das gramineas (A) e com a curva de polinizacdo de
aeroalergénio Phl p 5 (B). Observando as figura 21. A e B, parece existir uma correlagao
entre os picos dos sintomas com o nimero de grio de pélen/m? de ar bem como com
a concentracao de Phl p 5 durante a época polinica das gramineas, em particular no

final da estagao polinica.
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Figura 21. Correlagao dos sintomas com as concentragdes polinicas (A) e de aeroalergénio de Phl p5 (B)

Na figura 22 mostram-se os resultados obtidos para a Olea. Pode observar-se
gue também neste caso parece existir uma correlacdo entre a intensidade dos
sintomas e a curva polinica (A) e de Ole e 1 (B), particularente no inicio da estacao

polinica.
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Os resultados das figuras 21 e 22 mostram alguns desvios da curva de sintomas
relativamente quer ao pdlen quer ao alergénio, no inicio da estagao para as gramineas
e no fim da estacdo para a oliveira. As figuras mostram ainda que a polinizacdo da
oliveira se iniciou mais cedo que a das gramineas. Por seu turno, esta ultima estendeu-
se até mais tarde. Por outro lado, é aparente que o periodo de maior intensidade dos
sintomas correspondeu as semanas em que ocorreu sobreposicdo da polinizacdo de
Poaceae e Olea. Tendo em consideragcdo que os pacientes eram polissensibilizados, os
resultados sugerem que a intensidade dos sintomas poderda resultar da presenca de
ambos os tipos polinicos / alergénios.

A figura 23 mostra a correlagdo da curva dos sintomas com o somatério dos

pdlenes de Poaceae e Olea (A) e de alergénios Ole e 1 e Phl p 5 (B). A figura sugere
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uma correlacdo entre as variaveis medidas durante toda a estacdo polinica, mostrando

sobreposicdo das curvas no periodo de 29 de Abril até 26 de Maio de 2011.
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Figura 23. Correlagdo dos sintomas com as concentragdes polinicas (Al) e dos aeroalergénios de Phl p 5
+0Olee1(A2).

No entanto, em qualquer dos casos anteriormente apresentados, estes
resultados ndo sdo estatisticamente significativos devido a pequena dimensdo da
amostra. Analisando as diferentes curvas pode observar-se que quer o conteldo
polinico quer o de alérgenios no ar apresentam varios picos. Procurou-se entdo dividir
os dados de acordo com os picos identificados, agrupando os sintomas registados para
o mesmo grupo de dias. Tomaram-se os diversos picos e procurou-se averiguar se 0s
sintomas se correlacionam com a quantidade média de alergénio ou o pdlen, durante

o mesmo periodo.Os resultados desta analise estao resumidos na figura 24.
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Figura 24. Correlagdo entre a intensidade relativa dos sintomas e as contagens polinicas (A) (p>0,05) e

os aeroalergénios (B) (p<0,05) (Anexo 2 ) .

Pela andlise de correlacdo observa-se que o respectivo coeficiente é mais
baixo (r2=0,596) para os graos de pdlen do que para a relacdo entre sintomas e os
aeroalergénios (r’=0,816) o que indica a existéncia de uma maior associacio (p<0,05)
entre os sintomas e os aeroalergénios. Ao nivel da correlagdo nado-paramétrica de
Spearman a Unica coisa que se pode afirmar é que ambas as varidaveis variam no
mesmo sentido (Anexo 3).

Nos resultados aqui mostrados observa-se que a intensidade dos sintomas se
correlaciona melhor com o nivel de aeroalergénios do que com os niveis polinicos.
Estes resultados vdao de encontro ao que seria de esperar, na medida em que os
aeroalergénios sdao os responsaveis pelo desencadear da resposta alérgica e ndo o grao
de pdlen (Behrendt et al., 2001). Por outro lado, as contagens polinicas, embora sejam
um indicador do nivel de alergénios na medida em que estes sdo transportados
essencialmente pelo pdlen, nem sempre representam o conteludo de aeroalergénios
no ar (Buters et al., 2001). Estes resultados estdo também de acordo com outros
resultados na literatura (Feo-Brito et al, 2010a) e 2010b)) e reforcam a importancia da
determinacdo da carga alergénica do ar enquanto indicador mais adequado para a
determinagdo da exposicdo a aeroalergénios e, por isso, parametro mais adequado

para a previsdo do risco de desenvolvimento de sintomatologia alérgica.
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Neste trabalho foi possivel avaliar a distribuicdo de pdlen e alergénios no ar

exterior, mostrar a existéncia de correlacdo entre eles e ainda avaliar, ainda que de

forma preliminar, a correlacdo entre estes parametros e a intensidade de sintomas

observados em pacientes alérgicos sensibilizados as espécies estudadas.

Em conclusdo, observou-se que:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

A semelhanga de anos anteriores, os resultados da época polinica 2011
mostram que cerca de 90% dos aeroalergénios Phl p 5 e Ole e 1 se encontra
maioritariamente na fracgao de particulas cuja dimensao é superior a 10um;

O perfil do contelido em aeroalergénios seguiu o perfil de distribuicdo polinica,
existindo uma correlagdo positiva entre os dois parametros (figura 15; figura
16);

Em conjunto, estes resultados indicam que estdo maioritamente associados aos
grdos de pdlen;

A prevaléncia de sensibilizacdo a Phleum total foi de 72% e em 48% dos casos
os individuos eram também sensiveis a Phl p 5;

48% dos pacientes apresentaram sensibilizacdo a Olea total e 33% a Ole e 1;

O sintoma que se manifestou com maior intensidade ao longo da época
polinica foi a obstrucdo nasal, seguida do prurido nasal;

Maio foi o0 més em que os individuos apresentaram maior sensibilidade as
espécies estudadas;

Os resultados apontam para uma correlagdo positiva entre sintomas e

conteudo polinico e alergénios.

Este trabalho podera contribuir para o desenvolvimento de um indicador que

permita melhorar a previsdao do risco de exposicdo a aeroalergénios, baseado na

monitorizagao destes ultimos, a par da monitorizagdao do conteudo polinico em ar

exterior e assim contribuir para a melhoria da prevencdo e, consequentemente, da

prevencgao.
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Na analise aerobiolégica estudada, que tem como objectivo prevenir o risco de
patologias alergo-respiratdrias, acredita-se que seria benéfico e importante no
complemento do trabalho aqui apresentado, serem considerados os seguintes

aspectos:

e A amostra populacional deve alojar o maior nUmero de pacientes possivel, de
forma a ter significado estatistico;

e Quantificar os alergénios em amostras de ar atmosférico durante as épocas
polinicas dos préximos anos;

® O conhecimento fornecido pela monitorizagdao aerobioldgica pode ajudar na
seleccdo de alergénios no procedimento do diagndstico do doente alérgico;

e Verificar a existéncia de correlacdo entre a quantidade de alergénios e as
contagens polinicas obtidas pela metodologia certificada actualmente vigente
assente em tecnologias volumétricas de tipo Hirst das prdéximas épocas
polinicas;

e Continuar a estudar a influéncia de variaveis ambientais, como a humidade
relativa, temperatura, exposi¢ao solar, na produgao de alergénio no grao de
polen;

e Deslindar a poténcia alergénica dos extractos de pdlen utilizando linhas
celulares;

e Seria também interessante adoptar procedimentos de extraccdo que nos
permitam modelar a forma de libertagdo dos alergénios, ajudando a

compreender a sua acgao.
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Anexo 1

Figura 19. Prevaléncia da sensibilizacdo a proteinas de Phleum e Olea na popula¢cdo em
estudo. (A). Total de Pacientes sensiveis quer & Olea total, Ole el, Ole e2 quer ao
Phleum total, Phl p 5, Phl p 1. (B) Pacientes que apresentam sensibilidade Phleum
total, Phl p 5, Phl p 1. (C) Pacientes que apresentam sensibilidade Olea total, Olea e 1,
Olee 2.

A)
Phleum  Phleum 1l Phleum5  ©Olea Oleal Olea 2
Total % 72 73 43 43 33 21
Sexo M % il 34 24 24 15 7
Sexo F% 41 39 24 24 13 14
B)
Sens.
Phl,PhlLl &  Sens.Phl e  Sens.Phle | Sens. Phl  Sens. Phll | Sens. PhIS
Phls Phll Phls
Total % 42 15 1 ] 4 3
Sexo M % 20 9 0 2 4 3
Sexo F% 23 ] 1 5 5 0
C)
Sens.Olea, 5 ol 5 ol < <
Oleal e ens.Olea Sens. Olea _ ENs. ENs.
g Oleal g OleaZ Oleaz Oleal
Oleaz
Total % 1a 15 3 13
Sexo M % ] 1 9
Sexo F% 10 2 4 1 ]
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Anexo 2

Figura 24. Correlagdo entre a intensidade relativa dos sintomas e as contagens

polinicas (A) (p>0,05) e os aeroalergénios (B) (p<0,05) .

A)
SUmmany

Intercept Slope Statictics

Yalle Errar Walue Error  Adj. R-Equare

B 62¥011 476111 002656 0,01011 0,38607
AN A

OF  Sum of Squares  Mean Sguare | F Walue | Prob=F
Model 1 21391313 213,91313 ) B,30259 0,07851
B Error 3 42,9708 30,89027
Total 4 306,88393

B)
SUMMary

Intercept Slope Statistics

Walue Errar Walue Error  Adj. R-Sgquare
B 740988 276582 001044 000241 081628

AN A

DF  Sum of Squares | Mean Sguare . FWalue | Prob=F
Model 1 264 59734 264508734 18,77172 0,02268
B Eror 3 42 28659 14,09553
Total 4 306,333493
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Anexo 3

Correlagdo de Speraman entre: A) grdos de pdlen e os alergénios; B) Alergénios e os

Sintomas; C) Sintomas e os graos de pdlen.

Correlations

somagrao | somproteinas
Spearman's rho somagrao Correlation Coefficient 1.000 685
Sig. (2-tailed) .000
N 87 87
somproteinas  Correlation Coefficient .685 1.000
Sig. (2-tailed) .000
N 87 87
“ Correlations
somproteinas | sintomas
Spearman's rho  somproteinas  Correlation Coefficient 1.000 534
Sig. (2-tailed) .000
N 87 87
sintomas Correlation Coefficient 534 1.000
Sig. (2-tailed) .000
N 87 87
B Correlations
sintfomas | somagrao
Spearman's rho  sintomas Correlation Coefficient 1.000 563
Sig. (2-tailed) .000
N 87 87
somagrao  Correlation Coefficient 563 1.000
Sig. (2-tailed) .000
N 87 87
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