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Resumo

Raquel Sofia Lopes Ferro (2010). Estudo para o Desenvolvimento de Métodos para
Quantificacdo de Ole el em Amostras de Ar Atmosférico Colhidas na Cidade de Evora.
Dissertacdo de Mestrado (C.M. Antunes e R. Brand&o, orientadores) Escola de Ciéncias e

Tecnologia, Universidade de Evora, Evora, Portugal.

Em Portugal, a polinizagdo da oliveira é uma das principais fontes de
aeroalergénios e consequentemente uma das principais causas de alergia respiratoria.
A glicoproteina Ole el é o alergénio que mais contribui para o grau de alergenicidade
do pélen.

O estudo do perfil alergénico da atmosfera podera contribuir para desenvolver
estratégias preventivas desta patologia. Neste trabalho pretendeu-se optimizar
métodos para quantificacdo de Ole el ambiental.

Foram simultaneamente monitorizados o conteldo polinico da Olea europaea e
de aeroalergénio.

O perfil da curva de alergénio acompanhou a curva polinica, estando o
conteiudo de Ole el directamente correlacionado com as contagens polinicas de
Oleaceae. A carga alergénica do pélen foi maior em 2010 que em 2009, apesar da
época polinica ser mais curta e a quantidade total de p6len menor.

Estes resultados sugerem que a quantificacdo dos aeroalergénios pode
complementar a informagédo obtida com as contagens polinicas para prever o risco de
exposicao.







Abstract

Raquel Sofia Lopes Ferro (2010). Study for the Development of Methods for
Quantification of Ole el in Samples of Atmospheric Air Colected in Evora. Master
Dissertation (C.M. Antunes e R. Brand&o, advisers) Sciences and Technology School,

University of Evora, Evora, Portugal.

In Portugal, Olea europea pollination is a major source of aeroallergens and
consequently a major cause of pollinosis. Ole el, a glycoprotein of olive pollen grain,
highly contributes to the olive pollen grain allergenecity.

The study of the aeroallergen profile may contribute to develop strategies for
polinosis prevention. The aim of this work was to improve methodologies for ambient
Ole el quantification.

The Olea europea pollen and aeroallergen were simultaneously monitored
using a Hirts type and a Chemvol samplers.

The aeroallergen profile followed to the pollen counts. A positive correlation was
found between aeroallergen and pollen counts of Olea europea, for both 2009 and
2010 pollen seasons. In 2010 the allergenic potency of the pollen was higher (2x) when
compared to 2009.

These results suggest that the aeroallergen guantification may account, with the

pollen counts, to a better prediction of exposure to allergic bursts.
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Abreviaturas

Asn — Asparagina

APCs —Células apresentadoras de antigénios (antigen-presenting cells)
BSA — Albumina de soro bovino

CDRs- regifes determinantes de complementariedade (complementarity-determining
regions)

EIA — Imunoensaios enzimaticos (enzime immunoassay)

ELISA — Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

IgE — Imunoglobulina E

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulinas M

IL — Interleucina

ISAAC — Estudos Internacionais de Asma e Alergias na Infancia

POX — Estreptavidina-peroxidase (Streptavidin-peroxidase)

pl — Ponto Isoelectrico

PBS — Solucéo salina de fosfatos
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RIA — Radioimunoensaio (Radioimmunoassay)
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1. Fundamento Tedrico

1.1 Doenca Alérgica

O sistema imunitario, ao exercer a importante funcéo de proteger o organismo
humano contra os inUmeros agentes patogénicos a que é exposto, pode cometer erros
que causam lesdes tecidulares e consequentemente algumas patologias consideradas
graves problemas de saude. Os referidos erros comeg¢am quando o sistema imunitario
reconhece um antigénio estranho, microrganismos e/ou substéncias ambientais
infecciosas ou nao infecciosas que muitas vezes ndo apresentam qualquer ameaca, e
exibe uma reaccdo detectavel ou € sensivel a exposi¢cdes repetidas a esses
antigénios. Este tipo de perturbagdo denomina-se hipersensibilidade ou alergia, como
€ usualmente conhecida em medicina clinica, e representa um dos mais importantes

problemas de saude publica (Abbas et al., 1994; Abbas e Lichtman, 2005; Paul, 2008).

1.1.1 Prevaléncia e Epidemiologia

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento consideravel na incidéncia das
doencas alérgicas nas sociedades dos paises desenvolvidos. Estima-se que cerca de
25% da populagdo manifesta sintomas clinicos destas patologias, sendo o seu impacto
bastante significativo (Miescher e Vogel, 2001; Weerd et al., 2002; Kaliner e Lockey,
2008; Sohi e Warner 2008).

Os alergénios presentes nos alimentos afectam 1 — 3% da populacdo
susceptivel sendo o aparecimento deste tipo de alergia mais usual durante a infancia.
As analises epidemiologicas realizadas no ambito dos Estudos Internacionais de Asma
e Alergias na Infancia (ISAAC), realizadas em 1998 indicam que as criangcas que
manifestam reaccdo alérgica aos alimentos sdo sobretudo sensiveis a substéncias
presentes nos ovos, leite, amendoim, nozes, trigo, soja, peixe e marisco (Weerd et al.,
2002; Sohi e Warner 2008).

O mesmo estudo associa, ainda, as manifestagcbes alérgicas causadas pelos
alergénios alimentares com reactividade cruzada existente entre estes e
aeroalergénios distribuidos pelo ar e que sdo inalados. Esses, por sua vez, séo
responsaveis pelas reaccdes alérgicas como alguns tipos de asma e a rinite alérgica, a
qual, quando induzida por pdlen, é também designada de polinose. Estas patologias
afectam, respectivamente, 5 — 10% e 10 — 20% da populacdo, desenvolvem-se
normalmente no final da infancia ou inicio da idade adulta e representam um dos
principais problemas de saude publica da actualidade, pois prevé-se que atinjam
aproximadamente 40% da populacédo nas préoximas décadas (Weerd et al., 2002; Sohi
e Warner 2008).




| Universidade de Evora

1.1.2 Hipersensibilidade Tipo |

Em 1963, Peter Gell e Robert Combs desenvolveram um sistema para

classificar as reac¢fes imunitarias, sugerindo quatro tipos: I, Il, 1l e IV, conforme esta
indicado no quadro 1 (Abbas e Lichtman, 2005; Paul, 2008; Sohi e Warner, 2008).

Quadro 1: Classificagcdo de Doencas Imunoldgicas (Adaptado de Abbas e Lichtman, 2005)

Tipos de

hipersensibilidade

Mecanismos imunes patolégicos

Mecanismos de lesao tecidual e

Hipersensibilidade

imediata: Tipo |

Mediada por

células: Tipo Il

Mediada por
imunocomplexos:

Tipo I

Hipersensibilidade

retardata: Tipo IV

Anticorpos IgE

Anticorpos IgM e IgG contra
antigénios da superficie celular ou

matriz extracelular

Imunocomplexos de antigénios

circulantes e anticorpos IgM e IgG

1. Linfécitos T CD4+
(hipersensibilidade retardada)
2. CTLs CD8+ (Citolise mediada por

linfdcitos T)

doenca
Mastécitos e seus mediadores
(aminas  vasoactivas, mediadores

lipidicos, citocinas)

Opsonizagdo e fagositose de células;
Recrutamento e activacdo de
leucécitos (neutréfilos e macréfagos)
mediados por complemento e receptor
Fc;  Anormalidade

nas funcdes

celulares (sinalizacdo e receptores
hormonais)

Recrutamento e  activacdo de
leucécitos mediados por complemento

receptor Fc

1. Activagdo  de macréfagos

inflamacdo mediada por citocinas
2.Dirigir a destruicao de células-alvo,

inflamag&o mediada por citocinas

Destes quatro tipos de hipersensibilidade o mais relevante no caso da polinose

€ a hipersensibilidade de tipo I. A hipersensibilidade tipo | ou hipersensibilidade

imediata é caracterizada como o tipo de hipersensibilidade mais prevalente pois

engloba as doencas alergico-respiratérias associadas a esporos fungicos, &caros,

pélos e epitéliosm de animais, produtos quimicos e de pélenes na atmosfera, como a

4
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asma e rinite alérgica (Behrendt e Becker, 2001; Gonzalez et al., 2006; Sofiev et al.,
2006).

Este tipo de reaccdo advém da ligacdo de anticorpos IgE a receptores
presentes nas membranas dos masticitos e posterior libertacdo de mediadores
responsaveis pelas reaccbes alérgicas, iniciando-se rapidamente depois do estimulo
do antigénio (Abbas et al., 1994; Abbas e Lichtman, 2005).

O mecanismo subjacente as reacc¢des de hipersensibilidade tipo | caracteriza-
se pela sequéncia de cinco passos essenciais de acordo com a figura 1: (1) exposi¢éo
aos antigenios, (2) activagéo das células T2 especificas para o antigénio em questao,
(3) producéo de anticorpos IgE, (4) ligacdo de IgE aos receptores Fc dos mastécitos e
(5) estimulacdo de mastdcitos mediante a exposicdo repetida ao antigénio que resulta
na libertacdo de mediadores e na consequente reaccao patoldgica (Abbas et al., 1994;
Abbas e Lichtman, 2005).

y Moo
4 \
L/ \<\
Aminas vasoativas, Citocinas

mediadoras de lipidios =

! :

Reacéo de Reacdo tardia
hipersensibilidade (2 a4 horas
imediata (minutos apos exposicao

apos exposicdo repetida ao
/| repetida ao alérgeno) alérgeno)

Figura 1: Sequéncia de eventos em reacc¢@es de hipersensibilidade Imediata (Adaptado de
Abbas e Lichtman, 2005).
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A reaccdo alérgica inicia-se quando um antigénio entra em contacto com as
células dendriticas presentes nos epitélios das mucosas ou da pele e penetram no
corpo humano sendo depois transportados no sangue ou nha linfa até serem
reconhecidos pelos linfocitos ou células B produtoras de anticorpos. Estas circulam
pelos foliculos dos 6rgaos linfoides secundarios (baco, linfonodos e tecido linféide da
mucosa) e possuem receptores de membrana Ig aos quais se ligam os antigénios que,
sendo de origem proteica, sdo processados em péptidos e apresentados na
membrana dos linfécitos T auxiliares para o reconhecimento de células B.
Posteriormente, as células T diferenciam-se no subconjunto Ty2, que produzindo
citocinas IL-4 (Interleucina-4), estimulam a troca do is6tipo das cadeias pesadas do
receptor Ig (Imunoglobulina) pelo isétipo € lenvando a sintese de IgE. A producéo de
IgE estd relacionada com a capacidade de respostas das células TL2, de cada
individuo, a presenca do antigénio pois a producao das IL-4 pode ser influenciada por
factores genéticos, pela natureza e exposicdo ao antigénio (Frew, 1996; Brand et al.,
1999; Wedemeyer et al., 2000; Behrendt e Becker, 2001; Abbas e Lichtman, 2005;
Finkelman e Vercelli, 2007; Hamilton, 2010).

Apébs serem produzidos, os anticorpos IgE especificos libertam-se da superficie
das células B, entram na corrente sanguinea e ligam-se aos dominios a dos
receptores FceRI presentes nas membranas dos mastécitos, existentes em todos os
tecidos conjuntivos e sob os epitélios, de modo a que estes figuem “sensiveis” e
preparados para reagir a presenca do antigénio. Os receptores Fc apresentam
elevada afinidade para as cadeias pesadas € das imunoglobulinas E. A esta fase do
processo de hipersensibilizacdo imediata da-se o nome de sensibilizagdo (Abbas e
Lichtman, 2005; Kambayashi et al., 2007; Kuehn e Gilfillan, 2007; Sohi e Warner 2008;
Fukuda et al., 2009).

A exposicao repetida a antigénios permitird que estes adiram as IgE fixados
aos mastocitos e formem uma ligacdo cruzada com os receptores Fc, activando
mensageiros secundarios intracelulares que induzem a libertacdo de mediadores
vasoactivos promotores da reacc¢do alérgica, tais como histamina, mediadores lipidicos
(prostanglandinas e leucotrienos) e citocinas como TNF (factor de necrose tumoral),
IL-4 e IL-5 (Wedemeyer et al., 2000; Arshad et al., 2001; Abbas e Lichtman, 2005;
Nakano et al., 2005; Tatemoto et al., 2006; Kambayashi et al., 2007; Kuehn e Gilfillan,
2007; O’Gorman e Donnenberg, 2008).
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1.1.3 Alergénios

Os alergénios sdo maioritariamente de origem animal ou vegetal, e podem
dividir-se de acordo com as vias de exposi¢do e incluem aeroalergénios (polenes,
acaros de poeira doméstica, esporos de fungos, pélos de animais, matéria excretada
por insectos, e produtos quimicos associados a bioaerossois), alergénios alimentares,
picada de insectos, farmacos e latex e os alergénios de contacto. De entre estes
grupos destacam-se 0s aeroalergénios, visto que estdo associados ao aumento
exacerbado das doencas alérgico-respiratérias nos paises mais desenvolvidos
(Behrendt e Becker, 2001; Weerd et al., 2002; Kowalski, 2006; Sofiev et al., 2006;
Meltzer, 2007; Paul, 2008; Ribeiro et al., 2009; Hamilton, 2010). Na Europa, 0s
aeroalergénios mais abundantes provém dos grdos de pélen e sdo os principais
responsaveis pelo aparecimento das doencas alérgico-respiratérias ou polinose
(Behrendt e Becker, 2001; Weerd et al., 2002; Sofiev et al., 2006; Kaliner e Lockey,
2008; Ribeiro et al., 2009).

Os principais alergénios pertencem a um grupo diverso de proteinas com
estrutura tridimensional, as quais inicialmente nédo se associou nenhuma propriedade
biol6gica dominante, ou produtos quimicos a elas ligados e que por inalagéo, ingestdo
ou contacto promovem a producdo de IgE especificas em individuos susceptiveis e
causando reaccdes alérgicas (Steinberger et al., 1996; Shivana e Sawhney, 1997,
Hantusch et al., 2005; Kowalski, 2006; Rodriguez et al., 2007Kaliner e Lockey, 2008;
Paul, 2008; Hamilton, 2010).

Actualmente, cré-se que os alergénios podem ser proteinas que activam a
resposta imunitaria inata através da sua actividade enzimética intrinseca, através da
activagcdo de receptores com padrdes de reconhecimento (PRRs — pattern-recognition
receptors) nas células da mucosa epitelial ou directamente nas células apresentadoras
de antigénios (APCs — antigen-presenting cells (Behrendt e Becker, 2001; Rodriguez
et al., 2007; Paul, 2008).

1.1.4 Polenes e os Alergénios

Os alergénios presentes nos grdos de pélen sdo, geralmente, glicoproteinas
especificas com pesos moleculares baixos compreendidos entre 8-70 kDa, cuja
capacidade de interaccdo com o sistema imunitario e posterior desenvolvimento de
reac¢Oes de hipersensibilidade tipo | depende da sua localizagdo no gréo de pélen, da
hidrosolubilidade, rapidez de solubilizacéo e, em consequéncia do nivel de hidratagéo

deste, da sua estabilidade molecular e do reconhecimento dos constituintes proteicos
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pelo sistema imunitario humano (Barral et al., 2002; Weerd et al., 2002; Jiang et al.,
2005; Kaliner e Lockey, 2008).

Cré-se actualmente que os aeroalergénios polinicos possam estar presentes
na atmosfera fora do grdo de pélen, quer isoladamente quer adsorvidos a particulas
submicronicas (< 10um), sendo este ultimo caso claramente maioritario. O transporte
destas proteinas ocorre essencialmente através do vento durante o periodo de
polinizacdo, ndo havendo no entanto, consenso a respeito desta questdo entre a
comunidade cientifica (Kowalski, 2006; Linares et al., 2007).

Para além disso, desconhece-se a localizacéo celular de muitos dos alergénios
polinicos, bem como os processos responsaveis pela acumulacdo dos mesmos nos
gréos de pdlen. Existem, actualmente, evidéncias (estudos realizados em Bétula) de
gue a carga alergénica dos grédos de pdélen pode ser afectada por diversos factores,
para além do perfil genético da planta, incluindo o periodo em que estes permanecem
na antera antes da polinizagéo e factores climéaticos locais e/ou sazonais (Buters et al.,
2010).

Entre os milhares de plantas existentes, sdo poucas as familias que estédo
envolvidas na producdo de pélenes portadores dos principais alergénios: Poaceace
(muitas espécies), Oleaceae (Olea, Fraxinus e Ligustrum), Urticaceae (Parientaria e
Urtiga), Compositae (Artemisia e Ambrosia), Chenopodiaceae-Amaranthaceae
(Salsola, Chenopodium e Amaranthus), Plantaginaceae (Plantago), Polygonaceae
(Rumex), Betulaceae (Betula, Alnus e Corylus), Platanaceae (Platanus),
Cupressaceae (Criptomeria), Fagaceae (Quercus), Pinaceae (Pinus) e Euphorbiaceae
(Mercurialis) (Santiago e Vallés, 2002; Weerd et al., 2002; Kowalski, 2006).

Nos paises europeus, 0s aeroalergénios polinicos mais abundantes na
atmosfera e que atingem as vias aéreas superiores causando alergias, pertencem as
familias Poaceae, Betulaceae e Oleaceae. Porém, a polinizacdo da oliveira
(pertencente a familia Oleaceae) é uma das maiores causas da alergia respiratéria nos
paises mediterranicos, onde se inclui Portugal (Tereja et al., 1999; Gonzéalez et al.,
2002; Barral et al., 2005).

1.2 Olea europaea: Caracteristicas Gerais

A familia das oleaceas (Oleaceae) é a principal da ordem das Lamiales e
engloba 600 espécies agrupadas em 29 géneros que se encontram amplamente
distribuidas em toda a bacia mediterranica. A Olea europaea (quadro 2, figura 2),
usualmente conhecida por oliveira, é a espécie das Oleaceae mais abundante na

Peninsula Ibérica e apresenta duas variedades: Olea europaea var. europaea (oliveira
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de cultivo) e a Olea europaea var. sylvestris (Bernard e Bervillé, 2000; Hernandez et
al., 2002; Cavallotti et al., 2003; Terral et al., 2004).

Quadro 2: Taxonomia da Oliveira (Olea europaea) (Adaptado de www.jb.utad.pt)

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Lamiales
Familia Oleaceae
Género Olea

Espécie Olea europaea

i g

Figura 2: Olea europaea.

E uma arvore pertencente as angiospérmicas do grupo das dicotiledoneas, que
pode atingir 15m de altura e caracteriza-se por possuir (Hernandez et al., 2002):

v" Tronco: grosso, resistente e retorcido;

v' Folhas: simples, lanceoladas de cor verde escura numa das fases
enguanto noutra apresentam uma coloragéo acinzentada;

v' Flores: pequenas, brancas, pouco vistosas, hermafroditas (raramente
unissexuais) e agrupam-se em pequenos ramalhetes nas extremidades dos ramos
terminais. Possuem um calice que se apresenta como uma peca Unica persistente
com 4 I6bulos e uma corola hipocraterimorfa (com um tubo longo e fino e os lébulos
quase horizontais) composta por quatro pétalas. O érgao reprodutor masculino desta
flor é constituido por dois estames, que se encontram ligados ao tubo da corola, cujos

filamentos sdo geralmente curtos e as anteras possuem duas cavidades. Por outro
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lado, o pistilo € formado por um carpelo, um ovario supero bilocular e um estilete
simples, terminal com um estigma bi-lobulado;
v" Fruto: drupa oleaginosa de forma eliptica, verde escura ou negra.

A oliveira cresce facilmente em matos, terrenos incultos e rupicolas, suporta o calor e
a seca contudo é sensivel ao frio, ndo tolera temperaturas inferiores a -9°C ou uma
temperatura média de apenas 3°'C nos meses mais frios. Em Portugal (figura 3), é
sobretudo cultivada no sul do pais, onde as temperaturas sdao normalmente mais
elevadas, em pequenas quintas, pomares e/ou como arvore ornamental. Mais
recentemente a sua cultura tem vindo a expandir-se gracas a técnicas de regadio que

aumentam a respectiva producdo em frutos (www.jb.utad.pt, Hernandez et al., 2002).

=
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Figura 3: Area de olival para azeite, representatividade por regido 2006 (Adaptado de Portugal
Agricola 1980-2006, 2007).

A sua floragédo e polinizagdo correspondem a um periodo, geralmente curto
mas intenso, compreendido entre Maio e Junho, durante o qual existem grandes
quantidades de polen na atmosfera. A floracdo apresenta um ritmo bianual, isto €&,
apos anos de elevada producao polinica sucedem-se anos em que esta é reduzida, e
a sua polinizacdo ocorre sob duas formas: anemdfila e entomdfila (Carifianos et al.,
2004; Kirmaz et al., 2005; Serrano et al., 2010; www.rpaerobiologia.com).

Na regido mediterranica, esta arvore € muito importante do ponto de vista
econdémico, uma vez que é a arvore mais cultivada nesta regido, estando 0s seus
frutos e azeite entre 0os mais importantes e antigos produtos comercializados. Do ponto
de vista alergolégico também o é, podendo ser considerada um risco para a saude

publica uma vez que o podlen de Oliveira € uma das causas mais frequentes de
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polinoses nesta regido (Asturias et al., 1997; Cavallotti et al., 2003; Diaz de la Guardia
et al., 2003; Galan et al., 2004).

1.2.1 Morfologia do Pélen de Olea europaea

Os gréos de polen séo constituidos por uma ou Vvarias células vivas protegidas
por membranas inertes. A porcao viva do pélen originara os gametas e o tubo polinico
de algumas gimnospérmicas, enquanto a funcdo das membranas inertes é proteger a
parte viva durante o processo de polinizacdo. A ultima denomina-se esporoderme ou
camada externa e € constituida por duas camadas: intina e exina diferenciadas de
acordo com sua ontogenia, morfologia e composicdo quimica (Hesse et al., 2009;
Suarez-Cervera e Seoane-Cambra, 2005).

A intina é a parede mais interna do grdo de pdlen e caracteriza-se por ser
gquimicamente pouco resistente e tem como funcédo regular a pressdo osmética do grao
de polen (Hesse et al.,, 2009; Fernandez et al., 2007; Suéarez-Cervera e Seoane-
Cambra, 2005).

A exina, sendo a parede mais externa do grdo de pélen, é muito resistente a
oxidagdo, ataque &cido-base, e a temperaturas superiores a 300°C. A exina diferencia-
se de acordo com critérios ontogénicos e fisico-quimicos em endoexina e ectoexina. A
primeira tem estrutura lisa e homogénea, excepto nas aberturas onde pode existir
engrossamento e a segunda é a camada mais externa formada por trés capas: téctum,
intratéctum e capa basal. Por outro lado e segundo critérios morfologicos, a parede

mais externa do gréo de pdlen subdivide-se ainda em sexina e nexina (figura 4).

o Téctum /\ /\ A A_/\ Téctum

Sexina

Infratéctum Baculos
EXINA EXINA

Capa basal Nexina 1

Endexina ////’L/'// Nexina 2

Nexina

INTINA

I INTINA

Figura 4: Estrutura da exina do gréo de pélen atendendo a critérios ontogénicos e fisico-
quimicos (A) e morfoldgicos (B) (Adaptado de Soler e Nola, 2002).

Os polenes classificam-se de acordo com a sua forma e seu tamanho e ainda

de acordo com as caracteristicas relacionadas com o aspecto da exina.
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Durante a formacdo dos grdos de pdlen é possivel distinguir uma zona
proximal, mais préxima do centro, e uma mais afastada, zona distal, definidas em
relacdo ao eixo equatorial. No centro de cada uma destas zonas encontram-se as
areas denominadas pélos. A linha imaginaria que une os pélos chama-se eixo polar
enquanto ao eixo perpendicular a este da-se, entdo, o nome de eixo equatorial. A
relacdo entre estes dois eixos é essencial para determinar a forma dos pélenes que
podem ser isopolares se os poélos distal e proximal forem semelhantes ou
heteropolares se forem diferentes (Hesse et al., 2009).

As aberturas sdo regibes da parede do polen com reducdo acentuada ou
auséncia de camadas da parede polinica nomeadamente da exina e encontram-se
envolvidas na germinacdo do grédo de pdlen e controlo da pressdo osmotica das
células. Estas perfuragfes nas membranas sao classificadas em funcao da sua forma,
chamando-se colpos se sao largos, poros se a relacdo comprimento/largura é
pequena ou colporado caso sejam compostas por colpos e poros. As aberturas podem
variar em funcdo do nimero e da posi¢do. Assim, de acordo com o0 nimero, 0s graos
de polen podem ser classificados com mono- se apresentarem apenas uma, di- se
possuirem duas, tri- trés e assim sucessivamente até poliaperturados se possuirem
varias aberturas. Por outro lado, a sua posicdo também determina a classificacdo
polinica. Se as aberturas se dispuserem por toda a superficie do pélen atribui-se o
prefixo panto-, na zona equatorial zono-, cata- se estiver na zona proximal, ana- se
estd na distal ou normalmente anacata- se estd presente as duas posicBes. A
combinacdo do nimero, posi¢ao e tipo de aberturas origina uma grande variedade de
tipos polinicos (Hesse et al., 2009).

De acordo com o0s estes parametros, as caracteristicas morfoldgicas do gréo
de pdlen de oliveira (figura 5) que é um dos portadores dos aeroalergénios mais
importantes em paises europeus como Portugal, Espanha, ltalia, Israel, Grécia e
Turquia e em algumas zonas da América do Norte (Califérnia, Arizona) encontram-se
apresentadas no quadro 3 (Gonzalez et al., 2002; Kirmaz et al., 2005; Barber et al.,
2007; Carbala et al., 2007; Hamman-Khalifa et al., 2008).

Figura 5: Pélen de Olea Europeae (Adaptado de Gaussorgues, 2009).
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Quadro 3: Caracteristicas de polen Oliveira

Caracteristicas Referéncia
Disperséao Ménada Caeiro, 2004;
Polaridade Isopolar Caeiro, 2004;
Simetria Radial Caeiro, 2004;
Caeiro, 2004,
Forma Esferoidal prolada www.rpaerobiologia.com,
2010

Hernandez et al., 2002;
Caeiro, 2004;
www.rpaerobiologia.com,
2010;

Tamanho 18-22 um (pequeno)

Trizonocolporado com colpos muito largos,

poros nao definidos, apreciaveis numa zona Hernandez et al., 2002;
Aberturas .
clara no centro dos colps. Membrana Caeiro, 2004;

apertural granulada.

. Espessa, reticulada. Sexina com columelas i
Exina ) o ) Caeiro, 2004,
diferenciaveis da nexina

) ) Caeiro, 2004;
Intina Fina formando oncus
~ . Caeiro, 2004;
Ornamentacgao Reticulada
. . Caeiro, 2004;
Citoplasma Com granulos

A alergia a este pélen depende de factores ambientais tais como as condi¢des
geograficas e sazonais (Asturias et al., 1997).

Torna-se, ainda, importante referir que existe uma reactividade cruzada entre
algumas proteinas alérgenicas do polen de plantas pertencentes a familia Oleaceae e
Olea europaea e também com pdlenes nado relacionados filogeneticamente, como os

das gramineas. A maioria dos pacientes sensiveis ao poélen de Olea europaea

13
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apresenta outras sensibilizagdes associadas, sendo assim polisensibilizados. E, pois,
raro encontrar pacientes apenas sensiveis a este poblen, isto é, pacientes
monosensiveis. A monosensibilizacdo ao pdlen da oliveira é mais comum nas areas
onde esta é cultivada de uma forma intensiva como é o caso da Andaluzia, onde as
concentraces podem atingir valores de 3000 — 5000 grdos de pélen/m*® durante a

estacao polinica (Caeiro, 2004; Florido et al., 2009).

1.2.2 FraccOes Alergénicas Presentes no Grao de Pdélen da Oliveira

Estudos bioquimicos e moleculares ja realizados indicam a existéncia de uma
mistura complexa de proteinas alergénicas presentes no grao de pdlen de oliveira. Até
ao momento, foram caracterizados e isolados treze alergénios existentes neste pélen,
Ole el a Ole el2, quadro 4 (Hernandez et al., 2002; Barral et al., 2006; Alché et al.,
2007; Linares et al., 2007; Quiralte et al., 2007; Rodriguez et al., 2007; Gaussorgues,

2009; www.allergen.org; www.uniprot.org/).

Quadro 4: Proteinas presentes no grao de pdlen de Oliveira (Adaptado Quiralte et al., 2007,

www.allergen.org/; www.uniprot.org)

Massa . Ligacdo ao IgE
Familia
Molecular (kDa) (%)
Ole el 18,5-20 Glicoproteina 55-90
Ole e2 14-16 Profilina 74,6
Ole e3 9,2 Polcalcina 20-25
Ole e4 32 Desconhecida 80
Ole e5 16 Cu/Zn Superperoxido dismutase 35
Ole e6 5,8 Desconhecida 15-55
Ole e7 10 Proteina de transferéncia lipidica 45
Ole e8 18,8 Proteinas que complexam Ca** 15
Ole e9 46 1,3 B - Glucanase 65
Ole e10 10 CBM43 (Carbohydrate-binding 55
module)
Ole ell 37,4 Pectinesterase 55,9- 75,6
Ole el2 34,1 Isoflavona retutase
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Ole el foi o primeiro alergénio a ser purificado a partir da Olea europaea e
representa mais de 10% do teor proteico do seu grdo de pdlen. E descrita como a
principal proteina alergénica uma vez que mais de 70% dos pacientes alérgicos ao
pélen de oliveira apresentam sensibilidade a este alergénio (Gonzélez et al., 2002;
Jiang et al., 2005; Kirmaz et al., 2005; Huercas et al., 2007; Rodriguez et al., 2007).

Sabe-se que é constituida por 145 aminoacidos que se encontra no pélen mas
gque nao existe nos frutos, folhas, e caules, facto que torna estes tecidos nédo indutores
da polinoses causada pelo pélen de Oliveira. Ole el é principalmente armazenada nas
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso porém estando o pélen em estadio de
maturacao, as cisternas sao transformadas em pequenas vesiculas que se dispersam
pelo citoplasma. Também durante este estadio, Ole el pode ser encontrada na exina
(membrana externa) do grdo de pdlen onde desempenha uma funcdo importante
relacionada com a hidratacdo e germinacdo do grao de pdlen (Linares et al., 2007,
Napoli et al., 2007; Rodriguez et al., 2007; Kaliner e Lockey, 2008).

A Ole el é uma proteina polimorfica acida (pl 5,2) que apresenta duas
variantes: uma nao glicosilada (18,5 kDa) e outra glicosilada (22 kDa). A glicosilacao
ocorre num residuo de asparagina, Asn''! (Cabada et al., 2000; Napoli et al., 2007;
Castro et al., 2009).

O mapa antigénico da proteina Ole el identifica trés regides que podem ser
consideras como epitopos de reconhecimento para células T nas posicbes 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).

E, igualmente importante referir que a sequencia aminoacidica de Ole el
possui uma homologia relevante com alergénios e outras espécies de Oleaceas como
Ligustrum (Lig v1), Fraxinus (Fra el) e Syringa (Syr vl) e com plantas
taxonomicamente nao relacionadas como Plantago (Pla 11), Lolium (Lol pll) e
Chenopodium (Che al) sugerindo que possam existir reac¢des cruzadas entre as

proteinas das varias espécies (Caeiro, 2004).

1.2.3 Potencial Alergénico do Grédo de Pdolen de Olea europaea

O pdlen da oliveira tem sido referido como um dos principais responsaveis
pelas doencas alérgico-respiratérias na bacia mediterranea, motivo pelo qual se tem
tentado determinar o nivel minimo de exposicdo que causa sintomas alérgicos, como
forma de contribuir para a criagdo de sistemas de alerta de risco. Contudo, este

assunto tem levantado muita controvérsia uma vez que este valor de concentracao
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varia de acordo com uma regido em concreto tendo em conta os diversos factores que
influenciam a quantidade de pdlenes existentes no ar, por um lado, como abundancia
de espécies e as condicdes climatéricas particulares dessa area nessa regido, e a
existéncia de factores coadjuvantes, por outro, nomeadamente a presenca de outras
espécies que podem estabelecer reactividade cruzada com o alergénio em questédo, a
presenca de poluentes atmosféricos e ainda a sensibilidade individual para o que
contribuem os factores genéticos (Carbada et al., 2007; Galan et al., 2007).

De facto, os estudos existentes apontam para valores minimos de pdlen de
Oliveira suficiente para desencadear sintomas alérgicos muito dispares. Waisel et al.
(2004) indicam 4 grdos de polen/m® de ar/24h como a concentracio necessaria as
reaccBes alérgicas, enquanto Florido et al. (1999) referem 400 gréos de pdlen/m® de
ar/24h como a concentracéo de graos de pdlen necessaria para que haja sintomas
moderados de alergias ao polen de Oliveira. Estes autores utilizaram critérios
diferentes de classificacdo e os colectores utilizados nos estudos encontravam-se a
alturas bastantes distintas, 0 que pode ter contribuido a para a discrepancia entre os
valores reportados. Por outro lado, a possibilidade de existir uma grande variabilidade
do contetdo de alergénio nos gréos de podlen, ja demonstrado em Buters et al. (2010)
para bétula, torna difici o estabelecimento de niveis polinicos de risco
reconhecidamente eficazes.

No entanto, existem algumas redes de aerobiologia, como é o caso da Rede
Espanhola de Aerobiologia (REA), que procuraram efectuar uma classificacdo de
niveis de risco, em particular para a Oliveira. Galan et al. (2007) no Manual de
Qualidade e Gestado da REA definiram quatro categorias de potencial alergénico (nulo,
baixo, moderado e alto) onde estabelece intervalos de concentracdo de poélen de

Oliveira (quadro 5).

Quadro 5: Concentragdes polinicas referentes a Oliveira (gréos de pélen/m® de ar/24h) que

indicam o potencial alergénico do ar atmosférico (Adaptado de Galan et al., 2007)

) o Concentracéo Polinica
Potencial alergénico . . 3
(gréos de pélen/m~/24h)

Nulo 1
Baixo 1-50
Moderado 50-200
Alto > 200
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Em Portugal ndo existem quaisquer estudos semelhantes, onde se
estabelecam os niveis de concentracdo de gréos de poélen de Oliveira susceptiveis de
causar sintomas de alergia. Para de alergénios polinicos propriamente ditos, enguanto
agentes directos das reaccdes alérgicas, ndo existem, de todo, quaisquer indicadores,
desconhecendo-se, inclusivamente, os niveis de alergénios médios por gréos de

poélen.
1.3 Métodos de Amostragem Polinica

A amostragem do ar utilizada desde o século XIX para averiguar a presenca de
bioaerossois, especialmente de polenes, no ar atmosférico exterior tem-se revelado
extremamente Util, uma vez que com o aumento exacerbado das doencas alérgicas
respiratérias induzidas apds exposicao ao pélen permite avaliar o potencial alergénico
do ar e prevenir o desenvolvimento de sintomas por parte dos pacientes (Levetin,
2004; Moreno-Grau et al., 2007).

A amostragem de particulas aéreas pode ocorrer passivamente, pela
gravidade, ou activamente através de instrumentos especificos que produzem o
impacto ou filtragcdo dos bioaerossois (Levetin, 2004; Moreno-Grau et al., 2007).

A primeira abordagem caracteriza-se por incluir métodos de amostragem mais
simples e baratos e consiste na exposi¢cao ao ar de uma lamina de vidro ou caixa de
Petri aberta, revestidas com agar, no qual as particulas ficam retidas, durante um
espaco de tempo previamente definido. A amostragem por gravidade trata-se de um
método meramente qualitativo em que se analisam as amostras visando apenas a
forma e tamanho das particulas, permitindo somente a observacdo de particulas de
maiores dimensGes como pdlenes e esporos. Particulas de pequenas dimensdes
podem ndo ser detectaveis (Levetin, 2004).

A amostragem de bioaerosséis por impactacdo consiste na separacdo de
particulas de acordo com o seu estado de inércia levando-as a depositarem-se huma
superficie solida ou de agar através da intercepcao do fluxo do ar, pelo meio de
amostragem. Existe uma grande variedade de colectores de impacto que permitem
recolher amostras polinicas de ar exterior, como 0s colectores assentes nha
metodologia de Hirst. Estas amostras séo geralmente analisadas ao microscopio.
Existe, ainda, outro método de recolha de particulas presentes no fluxo de ar através
do impacto que ocorre, igualmente, de acordo com o seu estado de inércia, as
particulas ficam depositadas num meio liquido que pode evaporar-se se a amostragem
ocorrer durante um longo periodo de tempo reduzindo-se a eficiéncia da amostragem
(Levetin, 2004).
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Por fim, a filtracdo consiste na amostragem através da separacao de particulas,
utilizando-se um substrato poroso cujo material e as suas dimensdes dependem do
bioaerossol a capturar, assim como do tipo de analise desejada. A eficiéncia da
colheita através da filtracdo é geralmente elevada, mas depende da dimensédo dos
poros e da taxa de fluxo de ar que passa por eles (Levetin, 2004).

A escolha do tipo de amostragem deve ser cuidadosa e realizar-se com base
no tipo de dados que se pretende obter.

Para amostragem polinica recorre-se normalmente a colectores de impacto em
que o0s colectores volumétricos assentes na metodologia Hirst sdo hoje a norma
embora o colector Rotorod seja ainda muito usado nos Estados Unidos da América
(EUA). Contudo, diversos protétipos tém vindo a ser desenvolvidos nos ultimos anos
para quantificacdo em simultdneo das particulas polinicas e dos respectivos
aeroalergénios que estes contém (ex: Coriolis, Bertin Technologies) ou entdo somente

para aeroalergénios como o CHEMVOL-Sampler (Thibaudon e Sindt, 2008).

1.3.1 Colectores Volumétricos de Tipo Hirst

O primeiro colector de impacto foi desenhado por Hirst em 1952 (Levetin, 2004;
Galan et al., 2007).

A amostragem realizada através este tipo de colector baseia-se na succao 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 aspiradas. 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, descriminar o tempo de
amostragem. Da constituicdo do Burkard faz parte, também, um cata-vento que
permite que o orificio se encontre sempre orientado contra o vento (Levetin, 2004;
Galan et al., 2007) (figura 6).
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Cata-vento

Unidade de Impacto

0opf fooo
oy joo

Bomba de Vacuo

Figura 6: Colector de impacto do tipo Hirst (Adaptado de Galan et al., 2007).

A unidade de impacto permite a recolha de p6len com dimensdes superiores a
200 pm.

O tambor é substituido semanalmente e a fita é removida e cortada em sete
pedacos de 48 mm que representam os 7 dias de amostragem. Os segmentos da fita
sdo depois fixados as laminas de microscopia e coradas com fucsina béasica que
evidenciam a exina dos grdos de polen permitindo a sua identificagdo microscopica
(Levetin, 2004).

Sdo muitos os autores que referem a utilizacdo deste tipo de colectores na
amostragem de diversos polenes. Carvalho et al. (2008) refere que este € um dos
métodos mais utilizados na quantificagdo polinica enquanto Buters et al. (2010)
utilizam-no para determinar concentracfes polinicas de Bétula. Florido et al. (1999),
Galan et al., (2001), Linares et al. (2007) e Thibaudon e Sindt (2008) descrevem-no
como o método utilizado para quantificacdo de gréos de pélen de oliveira, pelo que foi
a metodologia escolhida para monitorizar a concentracdo atmosférica de graos de
polen de oliveira durante a realizacdo deste trabalho. E também a tecnologia padréo

para muitas outras particulas polinicas.

1.3.2 Colectores de Impacto para Bioaerossois

Sabendo-se que provavelmente sdo as pequenas frac¢des proteicas presentes
no grdo de pdlen as responsaveis pelo aumento da polinoses e que estas se
encontram livres no ar ou associadas a particulas submicrénicas, torna-se importante
o0 desenvolvimento de metodologias que permitam a sua amostragem e

consequentemente a sua quantificacdo (Kowalski, 2006; Linares et al., 2007).
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Um tipo de colector de impacto utilizado para esse fim é o CHEMVOL-Sampler
que ao estar ligado a uma bomba digital com um fluxo de 800L/min que proporciona a
succdo das particulas presentes no ar atmosférico exterior e 0 seu impacto sobre os
filtros de poli-uretano de tamanhos diferentes onde as particulas ficam retidas e que se
encontram no interior da campénula que constitui o colector. Normalmente sao
utilizados trés filtros (XL, M e S) onde as particulas (P) ficam retidas de acordo com as
suas dimensdes, P > 10 ym ficam retidas no filtro XL, 10 ym > P > 2,5 ym ficam no
filtro M enquanto o filtro S captura particulas de dimens6es compreendidas entre 2,5
pm — 0,25 um (Buters et al., 2010).

Mais recentemente, desenvolveu-se outra metodologia que para além de
permite a recolha dos grédos possibilita a captura e andlise dos aeroalergénios
causadores de polinoses, o colector Coriolis (figura 7). Esta refere-se a um colector
desenvolvido por Bertin Technologies e que se baseia na recolha e seleccdo de
particulas por ac¢cdo de um dispositivo ciclénico que ao girar promove a succ¢ao do ar,
com uma taxa de fluxo compreendida entre 200 a 630 L/min atraves, de um frasco
conico, sendo as particulas impulsionadas contra a parede do cone por ac¢éo da forga
centrifuga. As particulas sao separadas do ar e colhidas num meio liquido (Carvalho et
al., 2008).

Figura 7: Colector Coriolis (Adaptado de Thibandon e Sindt, 2008).

A andlise das amostras obtidas pelos dois métodos descritos para a recolha de
alergénios pode ser realizada através de métodos imunoquimicos, sendo estes
especificos para quantificacdo das frac¢des proteicas alergénicas provenientes dos
pélenes (Levetin, 2004; Carvalho et al., 2008; Thibaudon e Sindt 2008).

Para a realizacao do trabalho aqui descrito recorreu-se ao colector CHEMVOI-
Sampler uma vez que recolhe um volume de ar muito superior ao segundo método

referido.
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1.4 Métodos para Deteccédo e Quantificagcdo de Antigénios

Anticorpos séo proteinas produzidas pelo sistema imunitario como resultado da
exposicao dos tecidos a uma substancia estranha ao organismo e que ao ligar-se a ela
promove o desenvolvimento de uma reaccdo imunolégica adequada. Os métodos
imunoquimicos sdo ensaios de ligacdo e baseiam-se na ligacdo selectiva entre o
antigénio e o anticorpo. A associagao entre moléculas envolve a formacao de mdultiplas
ligacdes ndo covalentes entre o epitopo do antigénio e os residuos de aminoacidos
das regifes varidveis do anticorpo, regibes determinantes de complementariedade
(CDRs) (Roitt et al, 1996).

De um modo geral, as vantagens dos métodos imunoquimicos estao
relacionadas com a sua sensibilidade, especificidade, facilidade de uso e permitem a
gquantificacdo de uma enorme variedade de proteinas, destacando-se, neste caso, 0s
alergénios presentes nos graos de poélen. Contudo, apresentam desvantagens que
advém do tempo dispendido durante o estabelecimento do método e dos elevados
custos dos reagentes e equipamentos de analises (Levetin, 2004; Emon, 2007).

Os métodos imunolégicos podem ser qualitativos, usados apenas para detectar
antigénios especificos, semi-quantitativos, que podem ser utilizados para detectar e/ou
avaliar a abundancia relativa de um determinado antigénio, e quantitativos os quais
permitem efectivamente quantificar antigénios especificos com recurso a curvas
padréo (Holme e Peck, 1998; Emon, 2007).

Com excepcao dos métodos baseados na imunoprecipitagédo, onde a formacgao
de complexos supramoleculares de antigénio-anticorpo que se tornam insollveis e
originam um precipitado branco, a deteccdo deste complexo implica a utilizacdo de
proteinas marcadas que possam ser mensuraveis. Os agentes de marcacao podem
ser radio-isotopos, actualmente ja pouco usados (Radioimuno-ensaios — RIA),
enzimas, muito usadas nas técnicas de immunoblott e EIA (Enzyme Immunoassay) ou
fluoréforos (Kemeny, 1991; Holme e Peck, 1998; Levetin, 2004; Crowther, 2007).

No que se refere a andlise dos aeroalergénios a partir de extractos obtidos de
grdos de pélen ou no soro dos pacientes, os métodos mais usados tém sido o
immunoblott, para identificacdo e avaliacdo semiquantitativa da reactividade, e as
técnicas de ELISA que tém actualmente estado a ser introduzidas para a quantificacdo
de aeroalergénios (Arrila et al., 2002; Barral et al. 2002; Aché et al., 2007).

Estes ultimos caracterizam-se pela utilizacdo de um anticorpo marcado com um
enzima que por accdo sobre um substrato origina um produto corado cuja

concentragdo sera proporcional a quantidade de antigénio na amostra, também
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conhecidos por métodos ELISA. Estes sdo referidos na literatura como métodos
sensiveis e reprodutiveis (Chard, 1990; Holme e Peck, 1998; Buters et al., 2010),
adequados para a quantificacdo de aeroalergénios polinicos, nomeadamente, 0
alergénio Ole el (Arrila et al., 2002; Linares et al., 2007).

O método ELISA surgiu pela primeira vez em 1971 por Engvall e Perlmann
gquando estes conseguiram quantificar imunoglobulinas G (IgG) em soro de coelho
utiizando o enzima fosfatase alcalina. Assim, esta técnica laboratorial pode ser
descrita como um ensaio imunoenzimatico utilizado em analises quantitativas de
anticorpos e antigénios em que um dos reagentes se encontra marcado com um
enzima (Law et al., 2005; Lequin, 2005; Miura et al., 2007).

O ELISA surge mais vantajoso que os métodos imunoquimicos ja existentes,
pois os radio-isotopos utilizados em RIA s&o substituidos por uma vasta gama de
enzimas (ureases, fosfatase alcalina, peroxidases e [-galactosidases) que em
contacto com um substrato adequado originam um produto corado que pode ser
quantificado por espectrometria de absor¢cdo molecular. Por outro lado, distingue-se de
outros EIA uma vez que no ELISA ocorre a ligagdo por adsor¢cado de um dos reagentes
a uma fase sélida, que normalmente corresponde a superficie de uma microplaca de
96 pocos, conferindo-lhe a possibilidade de analisar muitas amostras em simultédneo e
de facilitar a automacéo dos ensaios (Holme e Peck, 1998; Wilson e Walker, 2000;
Law et al., 2005; Miura et al., 2007; Crowther, 2009).

Sao trés, os sistemas principais de ELISA (Crowther, 2009):

v' Directo: forma mais simples de ELISA em que o antigénio se associa a
fase solida e posteriormente é adicionado um anticorpo marcado com um enzima que
apés processos de incubacdo e lavagem, em contacto com o substrato desenvolve
uma reacgao cromogénea;

v" Indirecto: os anticorpos reagem com 0s antigénios imobilizados na fase
soélida. A ligacao destes anticorpos ao antigénio é detectada pela associacdo de um
segundo anticorpo marcado com enzima. Este método é amplamente utilizado em
ensaios de diagnostico;

v' Sandwich: este método pode ser dividido em dois sistemas: (1) directo
e (2) Indirecto. O primeiro explora anticorpos ligados as paredes dos pogos da
microplaca para capturar antigénios. O antigénio, € por sua vez, detectado por um
anticorpo secundario marcado com o enzima. A semelhanca do sandwich directo, o
sandwich indirecto também se baseia na capturacdo do antigénio por um anticorpo
imobilizado na fase soélida e na ligacdo de um segundo anticorpo ao antigénio; A
deteccao do complexo, contudo, faz-se apenas apds adicdo de um conjugado.

A existéncia destas diversas variantes contribui para a flexibilidade do método

ELISA uma vez que mais que um sistema pode ser utilizado para quantificar o mesmo
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analito. A seleccdo deve depender da natureza da amostra, da disponibilidade de
reagentes, da preciséo e sensibilidade requeridas (Kemeny, 1991; Crowther, 2009).

O tipo de ensaio ELISA escolhido para quantificacdo do aeroalergénio Ole el
foi o ELISA sandwich directo uma vez que este pode ser particularmente Util para
quantificar alergénios pois caracteriza-se por ser preciso, reprodutivel e especifico
permitindo a utilizacdo de extractos totais ou amostras impuras (Arrila et al., 2002;
Paweska et al., 2005; Osmekhina et al., 2010; Watcharatanyatip et al., 2010).
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As doencas alérgico-respiratérias associadas a esporos fungicos, acaros, pélos
de animais, produtos quimicos e pélenes na atmosfera, como a asma e rinite alérgica
(Behrendt e Becker, 2001; Sofiev et al.,, 2006), estdo a aumentar severamente,
sobretudo nos paises mais desenvolvidos e representam um dos principais problemas
clinicos da actualidade, afectando cerca de 25% da populacao (Weerd et al., 2002;
Sofiev et al., 2006; Ribeiro et al., 2009).

Nos paises europeus, 0s aerolergenios polinicos mais abundantes na
atmosfera pertencem as familias Poaceae, Betulaceae e Oleaceae. Para além das
gramineas, a polinizacdo da oliveira (pertencente a familia Oleaceae) é uma das
maiores causas da alergia respiratéria nos paises mediterranicos, onde se inclui
Portugal (Tereja et al., 1999). Mais de 70% dos alérgicos ao pdélen de oliveira
apresentam sensibilidade a Ole el, a glicoproteina mais abundante do grao de pélen e
o alergénio que mais significativamente contribui para o grau de alergenicidade deste
pélen (Tereja et al., 1999; Gonzalez et al., 2002).

Hoje em dia a determinacdo da exposicdo aos alergénios baseia-se na
contagem polinica obtida por sistemas de captacdo volumétricos. Contudo, existem
evidéncias de que a carga alergénica do grdo de polen pode variar de acordo com
factores geogréficos, climatéricos e também sazonais. A determinacado da variacdo da
concentracdo de alergénio constituiria uma medida mais precisa da exposicdo aos
agentes causadores da alergia. Porém, ndo existem actualmente metodologias
certificadas implementadas para a quantificacao de alergénios polinicos.

Assim, a realizacdo deste trabalho teve como objectivos principais o
desenvolvimento de métodos fiaveis para captagdo e quantificacdo do aeroalergénio
Ole el em amostras de ar atmosférico exterior, para 0 que se apostou num método
ELISA, bem como averiguar a existéncia de correlacdo entre Ole el e as contagens
polinicas obtidas pela metodologia certificada actualmente vigente assente em

tecnologias volumétricas de tipo Hirst.
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O presente trabalho teve como principal objectivo o desenvolvimento de novas
metodologias que possam complementar as actuais e contribuir para uma mais
eficiente previsdo de risco de alergia respiratéria causadas por aeroalergénios, em
particular Ole el presente no gréo de pélen de oliveira.

Especificamente pretende-se:

v’ Estabelecer um método fiavel para quantificagao do alergénio Ole el;

v' Averiguar a dimensao dos bioaerossoéis que transportam o alergénio Ole
el;

v' Determinar o perfil de distribuicdo de aeroalergénio ao longo das estacdes
polinicas de 2009 e 2010;

v Averiguar a correlagdo entre o conteudo atmosférico do aeroalergénio Ole
el e das contagens polinicas obtidas pela metodologia certificada
actualmente vigente;

v' Determinar o contetdo médio de Ole el por gréao de polen;

v' Averiguar a variabilidade sazonal do contelido em alergénio Ole el do
poélen;

v'Averiguar a influéncia de parametros ambientais, como a temperatura e a
precipitacdo, na distribuicdo de pdlen e Ole el ao longo da estacdo

polinica.
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4.1 Recolha de Particulas Presentes no Ar Atmosférico

O conteudo polinico atmosférico da Olea europaea e de alergénio Ole el foram
monitorizados em simultdneo e diariamente durante a esta¢do polinica mediante a
utilizacdo de um colector volumétrico do tipo “Hirst” (versdo comercial Burkard Seven
Day Recording Volumetric Spore Trap®) e de um colector de impacto de médio volume
(CHEMVOL-Sampler), ambos colocados numa plataforma meteoroldgica localizada no
Colégio Luis Antonio Verney, no centro da cidade de Evora, a 17 m acima do nivel do

solo e 320 m acima do nivel do mar distanciados cerca de 5 m (figura 8).

Figura 8: A — Polin6metro Hirst; B — Colector CHEMVOL-Sampler.

4.1.1 Recolha de Graos de Pdélen

A descricao deste tipo de colector foi atras referida (ver secgdo 1.3.1).

4.1.1.1 Mudang¢a do Tambor Rotativo do Polinédmetro Hirst

Antes de se proceder a troca do tambor rotativo com a cinta de Melinex, o
colector volumétrico do tipo “Hirst” foi desligado, bloqueou-se o cata-vento e com um
objecto pontiagudo marcou-se o final da amostragem. Depois, abre-se a cabec¢a do
colector e retira-se do seu interior o tambor que foi rapidamente guardado numa caixa
apropriada e substituido por um novo tambor. O inicio da amostragem foi marcado
com um objecto pontiagudo, o cata-vento foi desbloqueado e por fim o colector
volumétrico do tipo “Hirst” foi de novo ligado.

O tambor gira por ac¢do a um mecanismo de relojoaria, a uma velocidade de 2
milimetros por hora.

Todas as operacgdes realizadas durante mudanca do tambor foram rapidas e
numa posi¢ao contraria a direccdo do vento de modo a minimizar as contaminacoes.

Os tambores foram substitutos semanalmente sempre a mesma hora.
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4.1.1.2 Processamento das Fitas

A fita de Melinex tem cerca de 336 mm de comprimento que corresponde aos 7
dias da semana e ao cortar-se a fita em 7 fragmentos todos iguais obtiveram-se
amostras diarias com cerca de 48 mm de comprimento. Cada um dos fragmentos foi
colocado sobre uma lamina e corado com fucsina basica, que cora os graos de pdlen
presentes na amostra. Com a ajuda de um microscépio identificaram-se e
guantificaram-se os grdos de pdlen presentes na preparacdo, seguindo o seguinte
procedimento (Caeiro, 2004).

A metodologia seguida neste estudo é padronizada pela Rede Portuguesa de
Aerobiologia (RPA).

1) Apos a desinfecgdo do material a utilizar com etanol, retirou-se a fita do
tambor e colocou-se sobre uma régua transparente apropriada, fabricada para este

fim, que vem juntamente com o aparelho de Hirst;

Fita de Melinex Beégna

/ i

i

48 mm

I 336 g >

Dia 30004 01403 (0203 03403 04403 05/03 (06/03

2) Procedeu-se ao corte da fita em 7 fragmentos de 48 mm cada, em que cada
um corresponde a 24 horas;
3) Colocou-se a data do lado esquerdo, em cada uma das 7 laminas, que deve

corresponder ao dia da amostra;

30-04-09

4) Colocou-se uma gota de agua no cento da lamina com o objectivo de

aumentar a aderéncia do fragmento da fita a lamina;

-

30-04-09

5) Colocou-se o fragmento previamente cortado sobre a lamina com a data

correspondente;
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30-04-09

6) Aplicaram-se 2 a 3 gotas do corante fucsina basica sobre cada um dos

fragmentos colocados nas respectivas laminas, e de seguida colocou-se a lamela;

30-04-09

7) Por fim, limpou-se com etanol o tambor e o "porta-tambor”, antes da
montagem da nova fita, para eliminar eventuais particulas atmosféricas que possam
ter ficado agarradas a estrutura do tambor e "porta-tambor" e, desta forma, prevenir

uma eventual contaminacdo da amostra seguinte.

4.1.1.3 Analise Quantitativa da Amostra

Dado que a identificacdo e quantificacdo das particulas polinicas ocorrem num
longo periodo de tempo, normalmente realiza-se uma sub-amostragem na preparagao
das amostras de modo a facilitar a sua leitura. Existem varios métodos de leitura, mas
neste trabalho utilizou-se o sistema das 4 linhas longitudinais, desenvolvido pelo
departamento de Biologia Vegetal da Universidade de Cordoba para a REA mas hoje
adoptado pela maioria das redes aerobiologicas europeias e consiste em percorrer na
horizontal 4 linhas no centro da lamina, utilizando-se uma ampliacdo de 400x (ocular
de 10x e objectiva de 40x), o que significa que se |é aproximadamente cerca de 13 %
da preparacao (Caeiro, 2004).

Desta forma e inicialmente, recortou-se um segmento da folha de acetato da
dimensdo de uma lamina de microscoépio, tracaram-se 24 linhas transversais no
segmento da folha de acetato, separadas entre si por 2 mm e colocou-se 0 segmento
sob a lamina, o primeiro intervalo de 2 mm entre as primeiras 2 linhas representa a
hora do dia em que se iniciou a recolha das particulas transportadas pelo ar. O
intervalo entre as linhas corresponde a uma hora de amostragem. Depois, assumindo-
se que as particulas polinicas estdo uniformemente distribuidas ao longo da fita,
marcaram-se 4 pontos ao centro, préximos da primeira linha do acetato, colocou-se a
objectiva sobre um dos pontos, percorreu-se os 48 mm de cada amostra diaria ao
longo da lamina (como se se tracasse um linha longitudinal com a objectiva) e repetiu-

se este processo para os trés outros pontos marcados. Por cada 2 mm (uma hora de
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amostragem) da linha percorrida registaram-se os graos de pélen identificados e a sua
respectiva quantidade numa tabela de registo de dados. Apés a leitura, calcularam-se
0s totais para cada um dos tipos polinicos encontrados e os dados obtidos séo
estimativas dos verdadeiros valores. Por fim, converteram-se os dados a grdos de

pélen por metro cubico utilizando a seguinte equacéo:

Comp.da fita x Largura da fita ( )

N.° grdos pélen/m® = N.°total pélen x
g p / p (Medida do campo 6ptico x Comp.da fita x N.°de linhas) x Fluxo de ar

Onde:
N.° de gréos de pélen/m*® = N.° total de pélen x 0,54
Comp. da fita = Comprimento do segmento da fita = 48 mm
Largura da fita = Largura do segmento da fita = 14 mm
Medida do campo 6ptico = 0,45 mm
N.° de linhas = 4
Fluxo de ar = 10L/min = 14400 L/dia = 14,4 m®

Os resultados obtidos foram produzidos no Lab. Palinologia e Aerobiologia da
Universidade de Evora e cedidos pela SPAIC que detém a tutela da Rede Portuguesa

de Aerobiologia.

4.1.1.4 Analise Qualitativa da Amostra

Para a identificacdo dos diversos tipos polinicos utilizou-se como apoio alguma
bibliografia da especialidade: Abello (1980), Moore et al. (1991), Smith (1984), Smith
(1986), Reille (1992) e Arias et al. (2002). Identificaram-se os graos de poélen da

oliveira.

4.1.2 Recolha do Aeroalergénio Ole el

O CHEMVOL-Sampler (figura 8-B) encontra-se ligado a uma bomba digital
DHM 60 com um fluxo de 800 litros por minuto, ficando as particulas (P) presentes no
ar atmosférico retidas em dois filtros de poli-uretano de tamanhos diferentes (XL e M),
e que se encontram no interior da campanula que constitui o colector. As particulas (P)
ficam retidas nos filtros de acordo com as suas dimensdes, P > 10 ym ficam retidas no

filtro XL enquanto 10 ym > P > 2,5 ym ficam no filtro M.
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4.1.2.1 Preparacdao dos Filtro de poli-uretano para Utilizagdo no
CHEMVOL-Sampler

De modo a evitar falsos positivos durante a quantificagdo do aeroalergénio,
resultantes de compostos quimicos eventualmente existentes nos filtros, estes foram
previamente lavados. Foram colocados em recipientes contendo tampéo Bicarbonato
de Amoénio 0,1M (pH 8,11) (Sigma-Aldrich) e postos a agitar durante 1 hora a 6
rotacdes por minuto (rpm), depois foram mergulhados 3 vezes em agua bidestilada.
Por fim, colocaram-se, novamente, os filtros em recipientes limpos com &gua
bidestilada durante uma hora e sujeitos a agitacdo (6 rpm), sendo posteriormente
colocados numa estufa a 37°C durante 4 dias.

Os filtros lavados foram armazenados em sacos devidamente identificados
(data, n.° do filtro, alergénio(s) a quantificar, local da recolha) até a data de utilizacao.
Durante todo o processo de lavagem e armazenamento evitou-se a exposicido dos

filtros & luz solar uma vez que a radia¢do os pode danificar.

4.1.2.2 Substituicdo dos Filtros de poli-uretano no CHEMVOL-Sampler

Para trocar os filtros de poli-uretano onde ficou retido o aeroalergénio, desligou-
se a bomba digital DHM 60 do Chemvol-Sampler e retirou-se a campanula do tripé que
a suporta. Esta foi colocada numa bancada, e as duas partes que a compdem foram
separadas de modo a ficarem visiveis os arcos de metal que suportam os filtros XL e
M.

Os arcos foram, entdo, retirados, ficando os filtros descobertos. Assim,
utilizando-se luvas e com o auxilio de pingas, retiraram-se os filtros sendo depois
divididos em trés partes e cada uma foi colocada em tubos de Falcon de 50 mL
devidamente identificados com o nimero do filtro, o0 nome dos alergénicos a
guantificar, o local de recolha, a data em que o filtro foi colocado no Chemvol-Sampler

e armazenados a -80°C (figura 9).
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Figura 9: Substituicdo dos Filtros XL e M do colector de impacto CHEMVOL-Sampler.

Os novos filtros foram igualmente manuseados com pingas e luvas e foram
colocados no interior da campéanula. Encaixaram-se as duas partes da campanula e
esta foi colocada no tripé, ligando-se por fim a bomba digital DHM 60. Os filtros foram
substituidos a cada 24 horas de utilizacdo, as doze horas.

4.1.2.3 Extraccao da Fraccao Proteica e Preparacdo dos Extractos

O contetdo proteico existente nos filtros foi extraido utilizando-se tampéo
Bicarbonato de Aménio 0,1 M (pH 8.1) suplementado com 0,1% de BSA (Sigma).

Foram adicionados 15 e 6 mL aos tubos Falcon que continham os filtros XL e
M, respectivamente, e estes foram submetidos a agitagéo por inversdo num Rotating

head-over-head a 60 rpm durante 4 horas e protegidos da luz (figura 10).

Figura 10: Preparacéo dos tubos de Falcon contendo os filtros para a extraccao.
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Apés este periodo, os tubos foram centrifugados a 1000 g, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Depois, transferiu-se o sobrenadante para tubos de Falcon de
15mL e procedeu-se a nova centrifugacao, 4000 g, durante 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi aliquotado de acordo com as seguintes condi¢cdes:

v' Filtros XL: 4 aliquotas de 2,5 mL as quais foram adicionados 2 uL de
BSA 10% e 2 aliquotas de 2 mL, sem BSA.
v' Filtros M: 2 aliquotas de 2,5 mL, as quais foram adicionados 2 yL de
BSA 10%.
As aliquotas foram armazenadas a -80°C e submetidas a liofilizagdo durante 48

horas. O liofilizado foi armazenado até a andlise a -80°C.

4.1.2.4 Quantificacao do Aeroalergénio Ole el

O aeroalergénio Ole el foi quantificado utilizando um método ELISA sandwich
assimétrico, baseado na captura do Ole el com anticorpos monoclonais e na sua

deteccdo com anticorpos policlonais.
I. Ligacdo do anticorpo a fase sélida

O ensaio iniciou-se com o0 revestimento dos pocos das microplacas de
poliestireno com uma solucdo contendo o anticorpo monoclonal 5A3 anti-Ole el (2,5
ng/mL) (Bial) diluido em tamp&o de revestimento pH 7,3 (solu¢édo salina de fosfatos
(PBS)).

A primeira etapa consistiu na adicdo de 100 uL da solugao de anticorpo a cada

compartimento da placa, seguindo-se um periodo de incubacao overnight a 4°C.
Il. Lavagem das placas

A etapa de lavagem teve como objectivo remover as particulas e anticorpo que
nao ficaram adsorvidas a fase solida. O procedimento experimental envolveu,
normalmente, trés lavagens dos pocos entre cada etapa com solucdo salina de fosfato
com 1% de Tween (PBS-T) (figura 11). Ap6s a lavagem, as placas foram invertidas

sobre papel absorvente de forma a eliminar a totalidade da solucao de lavagem.
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Figura 11: Lavagem das microplacas.

lll. Saturagcdo da placa com BSA

A saturacao da placa realizou-se com o intuito de eliminar as possiveis ligacdes
inespecificas de componentes do ensaio como antigénio ou do anticorpo secundario a
placa. Deste modo, adicionaram-se 100 uL de PSB-T suplementado com 1% de BSA
(tamp@o de bloqueio) em cada compartimento da microplaca, promovendo-se a
ligagdo da BSA aos locais deixados livres pelas moléculas do anticorpo. Incubou-se,
durante 1 hora a 37°C.

IV. Ligacado do antigénio

Apoés a etapa de saturacao e da lavagem das placas, procedeu-se a aplicacao
de solucbes contendo antigénio, proteina Ole el existente nas amostras € nos
padrbes, que se liga ao anticorpo imobilizado na fase sdlida.

Preparou-se uma curva padrdo, recorrendo-se a uma série de diluicbes
sucessivas obtendo-se concentracdes correspondentes a 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,5625; 0,78; 0,39; 0,2; 0,1 ng/mL a partir de um padrdo de Ole el purificado (2,5
pg/mL; Bial).

Foram igualmente preparadas uma gama de diluigbes (1:1; 1:2; 1:5; 1:10; 1:20;
1:40; 1:80; 1:160) para as amostras e em cada ensaio foram avaliadas pelo menos 3
diluicbes diferentes.

A preparacdo dos padrdes, amostras e dos controlos efectuaram-se utilizando
tampao de diluicdo, PBS-T suplementado com 1% de BSA.

Foi também preparado um controlo negativo que consistiu em po¢os onde ndo
foi adicionado o anticorpo de deteccdo e, portanto, independentemente da presenca
ou nao de antigénio, nao devera formar-se o produto da reac¢do. Este passo permite
averiguar a ocorréncia de reaccoes inespecificas.

Adicionaram-se 100 yL das amostras, dos padrbes e controlos positivos aos
compartimentos da microplaca de acordo com o esquema 1. As placas foram

incubadas a 37 °C durante uma lhora.
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Esquema 1: Esquema das microplacas utilizadas nos ensaios ELISA em que A1-A10

corresponde as diferentes amostras

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
Padrdes Branco
B
C Controlo
Al A2 A3 _
D negativo
E Controlo
A4 A5 A6 A10 N
F Positivo A
G Controlo
A7 A8 A9 N
H Positivo B

V. Adic&o do Anticorpo Secundario

A etapa de deteccido consistiu na adicdo de 100 uL de uma solucdo de
anticorpo de deteccdo policlonal marcado com biotina (0,1x10° pg/mL; Bial) em

tampdo de diluigdo. Ocorrendo um periodo de incubagéo de 1 hora a 37°C.

VI. Adicdo do enzima estreptavidina-peroxidase

Nesta etapa, apés remocao do excedentes lavagem das placa, adicionou-se a
cada compartimento da placa 100 uL de um conjugado contendo o enzima o enzima
que permite a deteccado, estreptavidina-peroxidase (POX) (0,250 ng/mL; Sigma). A

incubacao desta etapa ocorreu nas mesmas condicfes que as anteriores.

VII. Adicdo do Substrato e Paragem da Reaccdao

As microplacas foram lavadas de modo a remover 0 excesso de enzima e
posteriormente adicionaram-se 100 pL do substrato Tetra-metilbenzidina (TMB)
(Sigma) que apos oxidagdo origina um produto corado de azul. Aguardaram-se 10
minutos e parou-se a reaccdo com acido sulfarico (1,5M), verificando-se alteragédo da
cor da solugcdo de azul para amarelo. O produto da reaccdo foi quantificado por
espectometria de absor¢cdo molecular, determinando a absorvancia a 450 nm (figura
12).
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Figura 12: Obtencao do produto a reaccdo, apds a adicdo de TMB e paragem da

reaccao.

4.1.2.4.1 Anélise de Resultados

A determinacd@o das concentracdes de Ole el efectuou-se por interpolacdo na
curva sigméide ajustada aos pontos da curva construida com os padrdes de Ole el
purificado e multiplicou-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 pog¢o da microplaca de ELISA (100 uL), torna-se necessario converte-la
para a quantidade total de alergénio extraido dos filtros do CHEMVOL-Sampler
utilizando-se a equagao 2:

[Ole el](ng/mL)
faxXV,x3

1,155

[Ole el](pg/mL) = (2)
Onde:

fq — Factor de diluicdo = 10;

Ve — Volume de tampao de extrac¢do = 15 mL para os filtros XL ou 6 mL para os
filtros M;

3 — Numero de partes num filtro;

1,155 — Volume de ar que passa no filtro (m?).
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Os resultados encontram-se apresentados em picogramas por metro cubico de
ar capturado pelo colector (pg/m?).

Para a avaliacdo do significado estatistico da diferenca entre os valores médios
de grupos de resultados, foi utilizado os parametros média, desvio-padrdo, bem como
0 teste de analise de variancia segundo o método ANOVA para um nivel de

significancia 0,05 (ver anexo).
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Em Portugal, como em toda a bacia mediterranica, o polen de Olea europaea
constitui uma das principais fontes de aeroalergénios polinicos atmosféricos e
naturalmente uma das principais causas da alergia respiratoria (Tejera et al., 1999).

As tecnologias actualmente utilizadas para efectuar a previsdo de risco de
exposicao ao alergénio tém por base as contagens polinicas. Contudo, sabe-se que a
carga alergénica por grao de pdlen pode variar significativamente de acordo com as
condicbes atmosféricas. Assim, o desenvolvimento de novas estratégias e
metodologias que possam contribuir para complementar os dados polinicos com a

guantificacéo de alergénio sdo muito relevantes.

5.1 Captacéao e Quantificacdo do Aeroalergénio Ole el

A guantificacdo do Ole el implicou o desenvolvimento e implementacdo de um
método ELISA sandwich.

Este tipo de ensaio foi o escolhido, uma vez que, para além de permitir a
analise de extractos totais e amostras impuras, foi anteriormente utilizado por outros
autores para quantificagdo de outras proteinas alergénicas (Buters et al., 2010) e até
mesmo do alergénio Ole el, mostrando-se bastante sensivel e reprodutivel (Arrila et
al., 2002).

5.1.1 Padronizagdo de um Meétodo ELISA Sandwich Fiavel para
Quantificacdo do Aeroalergénio Ole el

A padronizacdo do método utilizado para quantificacdo do alergénio Ole el em
amostras de ar atmosférico exterior consistiu uma etapa indispensavel neste trabalho,
onde se avaliou, por um lado, a reprodutibilidade dos ensaios ELISA e, por outro, o

rigor dos valores obtidos.

Em cada ensaio foi sempre preparada uma curva de calibracdo utilizando
solucdes padrao de Ole el purificado (como descrito nos métodos, na seccao 4.1.2.4).
A figura 13 mostra um exemplo de curva de calibragdo tipica em que 0s pontos
experimentais foram ajustados a uma sigméide log-logistica (equacdo 3) utilizada

posteriormente para a determinagdo da concentracdo das amostras.
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[Ofe e1] {(ng/mL)

Figura 13: Curva de Calibracéo para Ole el representativa de 18 ensaios realizados. Os
padrées foram preparados por diluicdes do padrao de Ole el 50ng/mL com tampéao PBS-T 1%
BSA. Pardmetros determinados no ajuste sigmoidal: A1=0,177; A2= 3,575; Xo=4,637 e
p=1,318.

A figura 13 mostra uma curva de calibracdo representativa das que foram
realizadas. Todas as curvas sigméides foram similares tendo a absorvancia variado
entre 0,1 e 2,5, utilizando solu¢Bes padrdo cujas concentracfes variaram no intervalo
0,1 ng/mL a 50 ng/mL. Os limitesminimo e maximo de sensibilidade para quantificacao
do Ole el foram usualmente de aproximadamente 1 ng/mL a 25 ng/mL, que
correspondeu a zona de maior declive da curva de calibracéo (figura 13, indicado com

setas).

A— Ay

V= e A2 O)

Onde:

y — Absorvancia

A; — Absorvancia minima curva;

A, — Absorvancia maxima da curva,;

X — Concentracao de alergénio a determinar

Xo — Concentracdo de alergénio correspondente ao ponto médio da curva (ponto de
inflexao);

p — declive.
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A equacdo da curva sigmoide logistica ajustada (equacdo 3) permitiu
determinar por interpolacdo dos valores que se encontram nos intervalos de
absorvancia correspondentes a zona de maior declive da curva, pois acima ou abaixo
destes limites o0 método ndo tem sensibilidade.

Para avaliar a reprodutibilidade e exactiddo do método foram ainda utilizados
controlos positivos com concentracdo conhecida (1 e 10 ng/mL) e que se situam no
intervalo de sensibilidade da curva de calibragdo. A figura 14 mostra os resultados
obtidos em todos os ensaios realizados correspondentes a andlise das estacdes
polinicas 2009 e 2010.

& Controlo 10ng/mL
Controlo 1ng/mL

[Ofe e1](ng/mL)

|
R L A L B L L L L L L S L L L M B
© .0 0 0 .00 0.0 00,0 0.0 0.0 ,0.,0.,0
g 88 9O 48 48 g8 18 4O 4 48 SO 9® O 98 3O 48 9O
51,,%%% PR PP PP P AP PP P
NOIEHK Qﬂj X FEEEEF NN
NAEN IR o '\‘:'JQQ'\%'\/\(]‘}%Q“JQQ\(L\'\Q\\\\
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Figura 14: Variacao da concentracdo dos controlos positivos nos ensaios realizados.

Os valores médios obtidos experimentalmente foram de 9,73 = 1,05 e 1,08 *
0,11 ng/mL para o controlo positivo maior ou menor concentragdo, respectivamente.
Considerando aceitdvel uma variagdo de 20% sobre os valores médios obtidos,
indicados pelas zonas a sombreado na figura 14, é de realcar que todos os valores se
encontraram nesse intervalo. Para além disso, os valores médios encontrados sao
diferentes dos valores tedricos previstos em apenas 2,89% e 8,76% e a variabilidade
entre os diferentes ensaios foi de 10,74% e 9,89% para os controlos de maior e menor
concentracao, respectivamente.

Assim pode afirmar-se que o método foi rigoroso e reprodutivel, sendo
considerado um método adequado a quantificacdo de Ole el nas amostras.
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5.2 Determinacdo do Conteudo Atmosférico em Gréos de Pdlen de
Oliveira

A analise microscopica das fitas de Melinex permitiu determinar a data inicial e
final das épocas polinicas e definir o perfil polinico da Oliveira em 2009 e 2010 que se
encontra apresentado na figura 15.

Embora ndo exista nenhum critério uniforme para determinar as datas inicial e
final da estacdo polinica, pois sdo diversas as metodologias utilizadas para este fim,
um dos métodos frequentemente utilizado para as determinar foi sugerido por Galan et
al. (2001) e define o inicio da estagéo polinica como a data em que se regista 1 grédo
de polen/m® de ar/24h de ar e nos cinco dias seguintes se verificasse uma
concentracdo de gréos de polen igual ou superior ao primeiro dia.

Contudo, este método foi adaptado em particular & Oliveira, devido ao caracter
curto e intenso da sua polinizagéo.

Assim para esta arvore, o inicio da estacdo polinica é considerado como
aguela data em que se registou uma concentracdo igual ou superior a 5 grdos de
pélen de Olea/m® de ar/24h, mas com a condicdo de que nas seguintes datas, pelo
menos cinco dias sucessivos, se observe uma tendéncia crescente na quantidade
polinica. Como data final, considera-se o Ultimo dia em que se registaram 5 grédos de
pélen/m*/24h de ar, com a condicéo de que nos dias seguintes (pelo menos trés) se
observe uma tendéncia decrescente dos registos polinicos.

Analisando as figuras verifica-se que a época polinica ocorreu em 2009 entre
30 de Abril e 7 de Junho enquanto em 2010 teve inicio em 6 de Maio e terminou 22 de
Junho. De um modo geral, os periodos polinicos da oliveira nos dois anos em estudo
aconteceram entre Maio e Junho, tal como acontece em Espanha e na Turquia
(Florido et al., 1999; Kirmaz et al., 2005).

Os dois perfis polinicos apresentaram algumas diferencas. Em 2009 (figura 15-
A), a polinizagéo da Olea europaea ocorreu durante todo o més de Maio, existindo um
periodo inicial, correspondente aos primeiros dias do més, em que a quantidade de
grdos de pélen na atmosfera atinge um valor maximo de 1399 grdos de pélen/m?® de
ar/24h no dia 9 de Maio.
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Figura 15: Perfis polinicos de 2009 (A) e 2010 (B).

Apés esta data, a quantidade polinica diminuiu, seguindo-se um periodo da
época polinica, compreendido entre 12 e 21 de Maio, em que a quantidade de pdlen
ao variar entre 100 e 409 grdos de pélen/m?® de ar/24h. Durante o periodo de 22 a 25
de Maio, ocorre um decréscimo no nimero de pélenes para valores compreendidos
entre 55 a 87 gréos de pdlen/m® de ar /24h, voltando a aumentar depois de dia 26 para
367 grdos de pélen/m*® de ar /24h até ao dia 28 de Maio em que a concentragéo
polinica correspondeu a 554 grdos de pélen/m® de ar/24h. Apés dia 31 de Maio a
quantidade de poélenes foi inferior a 72 graos de pélen de oliveira/m? de ar/24h.

Em 2010 (figura 15-B), o periodo polinico correspondeu essencialmente a um
curto e intenso periodo que foi compreendido entre 16 e 31 de Maio, apresentando um
pico que atingiu um valor méximo de 1249 grdos de pélen/m® de ar/24h no dia 19 de
Maio. Este perfil polinico é caracteristico desta espécie como descrito em Florido et al.
(1999).

Nesta época polinica, € importante real¢car a existéncia de um pico isolado no
dia 28 de Abril, anterior ao inicio da estagdo polinica (6 de Maio, segundo o critério
anteriormente referido) onde se registou uma concentracdo de graos de 117 gréos de
pélen/m® de ar/24h, elevada quando comparada com a obtida no restante periodo que
antecedeu o inicio da época polinica de 2010. Esta situacdo ter-se devido a
fendmenos de transporte a longa distancia justificada pela subida da velocidade média
do vento nos dias que antecederem esta data acopolada ao aumento repentino da
temperatura média do ar e a ocorréncia de um periodo de precipitacdo reduzida
(dados apresentados na seccéo 5.5).

A quantidade total de grdos de pdélen nas épocas polinicas de 2009 e 2010 foi
de 12523 grdos de polen/m® de ar/24h e 7136 grdos de pélen/m® de ar/24h,

respectivamente.
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5.3 Quantificacdo do Aeroalergénio Ole el nos filtros XL e M

O teor atmosférico do alergénio Ole el foi monitorizado utilizando-se o colector
de impacto de médio volume CHEMVOL-Sampler. Este encontra-se ligado a uma
bomba digital que aspira o ar, ficando as particulas retidas nos filtros de poli-uretano
XL e M que se encontram no seu interior. As particulas com tamanho superior a 10 um
ficaram retidas no filtro XL enquanto o filtro M retém as particulas com dimensdes
compreendidas entre 2,5 ym e 10 ym.

A fraccdo proteica retida nos filtros foi extraida e as amostras tratadas como
descrito na seccdo 4.1.2.3, e a concentracdo de Ole el foi determinada recorrendo-se
ao método ELISA sandwich descrito na secgdo 4.1.2.4.

A figura 16 mostra a distribuicdo do alergénio encontrada nos filtros M e XL ao
longo das duas épocas polinicas estudadas. Pode observar-se que as particulas
transportadoras do aeroalergénio Ole el ficam maioritariamente retidas no filtro XL,
onde se registaram concentracbes mais elevadas de Ole el, independentemente do
momento das estacdes polinicas em andlise.

O conteudo polinico retido pelo filtro XL e M em 2009 foi de 83% + 10,43% e de
17% + 10,43%, respectivamente. Em 2010 obtiveram-se dados semelhantes, tendo-se
observado que a quantidade de alergénio determinada foi 89% + 7,67% no filtro XL e
11% + 7,67% no filtro M, respectivamente.

Para além disso, quando analisados em conjunto, observou-se que existe uma
correlacdo positiva (declive=0,05, r’=0,426 e declive=0,07, r?=0,731, em 2009 e 2010,
respectivamente; p<0,001) entre as concentracdes de alergénio determinadas nos
filtros XL e M (figura 16-B), mostrando que a proporcao de alergénio retido nos filtros

M e XL se manteve aproximadamente constante durante a estacao polinica.
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Figura 16: A — Variacdo da concentracdo encontrada nos filtros M e XL durante 2009 (1)
e 2010 (2). B — Correlacéo entre a concentracdo determinada a partir do filtro XL e M em
2009 (1) e 2010 (2) (p < 0,001).

Por outro lado, a figura 17 mostra a variacdo da razdo M/XL ao longo da época
polinica e também em funcdo da quantidade de pélen para os anos 2009 e 2010. Pode
observar-se que, independentemente de se tratar da época polinica de 2009 ou 2010,
a razdo M/XL se manteve constante ao longo de toda a estacdo, evidenciado pela
auséncia de correlacdo, sugerindo que o tipo de particulas e a distribuicdo relativa das
mesmas ao longo da estacdo ndo sofreu alteracdo. No que respeita a variacdo da
razdo M/XL em funcdo da concentracdo polinica, observou-se que em 2009 houve
uma diminuicdo dessa razdo com o aumento da concentracdo de pélen (p<0,05)
enquanto que em 2010 a razdo se manteve constante, independentemente da
concentracdo polinica. A semelhanca do que se observou em 2010, seria expectavel
gue em 2009 a recta apresentasse um declive proximo de nulo, pois, como se viu
antes (figura 16-B), existe uma correlacdo significativamente positiva entre o contetdo
em alergénio nos filtros M e o XL. O facto de se ter observado o contrario, podera ser
devido a existéncia de alguns pontos outliers ocorridos no inicio e final da estacao
polinica. Ndo pode excluir-se que, para concentracdes elevadas de polen atmosférico
(e recorde-se que simultaneamente a polinizacdo de Olea ocorrem muitas outras
polinizagbes nomeadamente a de Poaceae) ocorra alguma saturacdo no filtro M,

donde resulte uma diminuicdo da fraccdo de alergénio retido no filtro M quando
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comparado com o XL (figura 19-A.2). Note-se que a superficie de recolha do M é

bastante inferior a do XL e, portanto, este podera saturar com maior facilidade.
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Figura 17: Correlacdo entre a razdo M/XL durante a estagdo polinica (em cima) e em fungéo

da concentragdo atmosférica de polen (em baixo).

Pode-se também questionar se os factores meteoroldgicos ndo terdo um efeito
diferencial sobre a quantidade de aeroalergénio presente na atmosfera de tal modo
que, no inicio da estacao, este se encontre maioritariamente no interior do proprio gréo
de pédlen e, posteriormente, a sua quantidade va aumentando na atmosfera em
consequéncia da propria degradacdo do pdlen no ambiente e/ou por accdo da
precipitacdo e humidade do ar. A ser verdade, ndo seria alterada a razéo entre os 2
filtros mas justificaria o outlier do final da esta¢do polinica (que ocorre logo a seguir a
um fenémeno intenso de precipitacdo) e, por outro, justificaria também a menor
eficiéncia de captacdo do filtro M no inicio da estacdo, pois este apenas recolhe as
particulas submicrénicas de Ole el e Como este estaria maioritariamente no grao de
poélen, ficaria maioritariamente retido no filtro XL.

Estes dados sugerem gue as particulas transportadoras da glicoproteinas Ole

e1 apresentam dimensdes superiores a 10 um. Resultados semelhantes encontram-se
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descritos na literatura para o aeroalergénio Bet v1, o principal alergénio presente nos

pélenes de Bétula (Buters et al., 2010).

5.4 Correlacdo entre o Conteudo Atmosférico do Aeroalergénio Ole el e
de Pdlen

A figura 18 mostra as contagens polinicas médias diérias e o conteudo total de
aeroalergénio diério registado nas estacdes polinicas de 2009 e 2010.

Em 2009, o perfil em alergénio Ole el caracterizou-se por apresentar trés picos
que ocorreram aos dias 9, 20 e 28 de Maio e onde os valores de concentracao e Ole
el corresponderam a 1748, 1043 e 2184 pg/m® de ar/24h, respectivamente. Estes
picos coincidiram com 0s picos correspondentes nas contagens polinicas, contudo, a
gquantidade maxima de aeroalergénio presente no ar atmosférico exterior registou-se
no periodo entre 26 e 31 de Maio enquanto o valor maximo na concentracdo do polen
se registou no periodo 2 a 10 de Maio onde se registaram 1399 gréos de pélen/m? de
ar/24h (figura 18-A).

Em 2010 (figura 18-B), a curva polinica foi mais condensada apresentando
apenas um pico no periodo de 16 a 31 de Maio. O pico maximo de aeroalergénio, que
tomou valor de 2674 pg/m® de ar/24h, ocorreu dois dias apos se ter registado o
namero mais elevado de graos de pdlen de toda a estagdo com 1249 grdos de
pélen/m® de ar/24h. Nesta estacdo ocorreu ainda a existéncia de um pico isolado
correspondente ao dia 28 de Abril em que se verificou uma concentracdo de Ole el de
1346 pg/m® de ar/24h e uma quantidade de grdos de pélen correspondente a 117

grdos de poélen/m®de ar/24h.
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Figura 18: Perfil da curva polinica grao de poélen de Oliveira e contetido do aeroalergénio Ole

el presente no ar atmosférico exterior nas esta¢des polinicas de 2009 (A) e 2010 (B).
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A quantidade total de alergénio nas épocas polinicas de 2009 e 2010 foi de
14503 pg/m?® de ar/24h e de 16286 pg/m? de ar/24h, respectivamente.

Deve realcar-se que, em ambas as estacfes polinicas, as contagens polinicas

e 0 conteldo em aeroalergénio, de um modo geral, apresentam perfis semelhantes,

sugerindo a existéncia de uma correlacdo entre os dois parametros.

O estudo de correlagdo entre a concentracdo polinica e de aeroalergénio

(figura 19) mostra uma correlacdo positiva entre os dois parametros, tanto para o

contetido em alergénio em cada um dos filtros isoladamente (Figura 19A e B) como no

gue respeita a quantidade total de aeroalergénio (Figura 19C) para ambas as épocas

polinicas estudadas.
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Figura 19: Correlacéo entre as contagens polinicas e as concentragdo de Ole el obtidas nos

filtro XL (A), M (B) e a concentracao total (C) de aeroalergénio presente no ar atmosférico para

as épocas polinicas de 2009 e 2010. Todas regressdes sao significativas, apresentando

coeficientes de correlagéo significativos (p<0,05).
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Os coeficientes de correlacdo (r?) obtidos variaram entre 0,143 e 0,320 em 2009 e em
0,680 e 0,887 em 2010. Em todos os casos as correlacdes obtidas foram significativas
(p<0,05).

De acordo com os dados apresentados pode-se inferir que o pélen é Unica
fonte de aeroalergénio, o que vai de encontro com o descrito na literatura que indica
que as restantes partes da oliveira (fruto, folhas, etc.) ndo contém Ole el (Linares et
al., 2007).

Tendo em conta as regressoes lineares obtidas para o contetido total de Ole el
e nas contagens polinicas pode inferir-se que o contetido de Ole el por grao de pélen
foi cerca de 0,81 pg em 2009 e em 2010 foi 2,03 pg. Por outro lado, tendo em conta a
razao entre o conteudo total da estacd@o polinica em aeroalergénio e a quantidade total
de pdlen de estacdo polinica, obtiveram-se valores semelhantes aos anteriores 1,15
pg e 2,28 pg para 2009 e 2010, respectivamente.

Estes dados mostram que em 2010 a carga alergénica dos graos de polen foi
cerca de 2 vezes mais elevada que em 2009 sugerindo que, apesar de a estagao ter
sido mais curta em 2010 e as contagens polinicas maximas terem sido semelhantes
as de 2009, o grau de alergenicidade do p6len em 2010 foi maior que em 2009.

Elaborando os histogramas de distribuicdo de grdos de pélen durante a
estacao polinicas (figura 20-A) observa-se que, em 2009, 29 dos 39 dias da época
polinica apresentaram uma concentracéo igual ou superior a 50 gréos de pélen/m®de
ar/24h, enquanto em 2010 se registaram apenas 19 dias que apresentaram uma

concentragao polinica igual ou superior a 50 gréos de pélen/m?® de ar/24h.
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Figura 20: Histogramas de frequéncias diarias do grdo de poélen (A) e de alergénio (B) durante
as épocas polinicas de 2009 (1) e 2010 (2).

Dos histogramas de distribuicdo de alergénio durante as estacdes polinicas
(figura 20-B) verifica-se que, em 2009, 31 dias apresentam uma concentracdo de
alergénio igual ou superior a 50 pg/m? de ar/24h e em 2010 foram 23 dias dos 45 que
compuseram a época polinica apresentaram concentracdo de Ole el superior a 50
pg/m?® de ar/24h.

Sumariamente, apesar de haver, em 2009, um nimero de dias elevado com
indices polinicos superiores a 50 grdos de pélen/m® de ar/24h, quando comparado
com 2010, quer a quantidade total de Ole el quer a abundancia de Ole el no pélen
foram mais elevada em 2010. Assim, conclui-se que o pdlen, em 2010, teve maior
potencial alergénico que em 2009.
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5.5 Efeito das Variacdes Meteorologicas nas Contagens Polinicas e
Concentracdo de Ole el Determinada a partir de Amostras de Ar

Atmosférico Exterior

Os perfis das curvas polinicas e de aeroalergénio ao longo das duas estacdes

polinicas apresentam variacdes significativas.

Precipitagio {mim)

Grios de Polen/m*

200

0 —=—precipitacio (mm)

—+—Gréos de Pélen/m?

Precipitagio (mm)

Grios de Polen/m?

‘n 200

0 —=—precipitacio{mm)

—+—Graos de Polen/m*

[2]

15 | | T
| -
10 el ;"":
fil /) I
{ I}
f N Pl
H | i
| AR
| T
o A N L
o o
a8 ; 9
B o
P i o
30 1

Tmédiaar (2C)
5

Grios de Polen/m*

—=—T média ar (2C)

-
=1
[

Grios de Poken/m’

—=— Tmédis doar (2C]

o ] o . ) . e ol e o e e e e o
“r.-‘L““ o m%_qo“ n$1t:° o ——arsosdepolen/m? | @AY @2 @ a0 (97 (9 @ @ o —+— Gréos de Palen/m*
o s 5 | b 2 o AV 2 oy RS PNy Q¥
5 t 1400 1400
£
45 |
1 1200 1200
4 / E E
- H = B
5 35 1000 4 T 55 1000
£ H g H
) o 2
g 3 0 g 3 800 3
2 a5 & £ s 'E
g ) 3 ©
E g00 8 2 500
o 400 s LS 400
1
200 200
a5 .
= Vmedia da —=—V média do
0 ) vento (m/s) 0 vento (m/s)
r.-ﬂ“q n.““q ﬂ‘uuq i@‘h G,L“nﬁ —+— Gréos H=! Jp"“ h"&@ ef"'q@ 63’“}0 )‘jp«p Griosde
oo 45 s L8 o Bolen/m* R RN e oolen/m*
o

Figura 21: Influéncia dos parametros meteorélogicos precipitagdo (A), temperatura (B) e vento

(C) nas concentracdes polinicas nas estagfes polinicas de 2009 (1) e 2010 (2).

Os dados sugere que a variacdo das condi¢cdes climatéricas ao logo dos

periodos analisados contribuiram de modo semelhante nas duas épocas polinicas

estudas.

A precipitagdo (figura 21 e 22-A) teve um efeito notorio e directo na

concentracao polinica de alergénio em 2009 e 2010; periodos com niveis elevados de

precipitacao correspondem a momentos em que concentracao de grdos de pdlen e de

alergénio é reduzida no ar com valores baixos (< a 20 grdos de pélen/m?®de ar/24h e <
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a 70 pg/m® de ar/24h em 2009 e a 30 grédos de pélen/m® de ar/24h e 60 pg/m® de
ar/24h em 2010).

Na figura pode observar-se que a diminuicdo da concentragéo polinica e de Ole
el, evidente, ocorrida entre 22 e 25 de Maio de 2009, periodo que correspondeu a um
pico na precipitacdo e que o pico polinico caracteristico da estacdo de 2010 ocorreu
num espago de tempo definido por periodos de chuva intensa.

Por outro lado, as variagbes da temperatura nos dois anos, 2009 e 2010,
(figura 21 e 22-B) tém um efeito contrario ao efeito da precipitacdo. Periodos em que
ocorre um aumento da temperatura corresponderam, a periodos em que se registaram
concentracdes elevadas de pdélen e de aeroalergénio presentes no ar atmosférico
exterior. Este efeito € notorio no periodo de 26 a 31 de Maio de 2009 mas torna-se
mais evidente durante toda a época polinica de 2010.
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Figura 22: Influéncia dos parametros meteordélogicos precipitagéo (A), temperatura (B) e vento

(C) nas concentracdes de alergénio nas estacdes polinicas de 2009 (1) e 2010 (2).
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No que diz respeito a velocidade do vento, observa-se que este parametro nao
parece ter um efeito significativo sobre a quantidade de grdos de pdlen e a
concentracdo de Ole el. Os dados figura 21 e 22 sugerem que o efeito do vento é
mais importante fora do periodo de polinizacdo principal, onde existe uma correlacédo
entre o aumento da velocidade do vento e 0 aumento da concentracdo polinica e de
alergénio no ar. Por exemplo, o pico de concentracdes polinicas e, sobretudo, de
alergénio obtido no final de Maio em 2009 é antecedido pelo aumento da velocidade
do vento tal como o inicio da estacdo polinica de 2010, e assim a sua acc¢do pode
justificar a subida das concentracdes de poélen devido muito provavelmente ao

transporte a longa distancia.
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Dos resultados obtidos € possivel concluir que:

v O método ELISA sandwich mostrou-se bastante sensivel e reprodutivel na
determinacdo do aeroalergénio Ole el em amostras de ar colhidas em

Evora;

v' As particulas transportadoras de Ole el ficam maioritariamente retidas no

filtro XL pelo que deverao apresentar dimensdes superiores a10 pym;

v' A concentracdo do aeroalergénio foi directamente proporcional ao
contetdo polinico atmosférico nas duas épocas polinicas analisadas,
contudo o conteudo total de Ole el por grdo de pélen em 2010 foi
aproximadamente o dobro do registado em 2009 (2,05 pg e 0,813 pg,

respectivamente);

v'As condi¢cdes meteoroldgicas influenciaram as concentragdes polinicas e
de aeroalergénio Ole el presentes no ar atmosférico, verificando-se que
em dias em que os niveis de precipitacdo foram elevados a concentracao
polinica e de aeroalergénio diminuiram e que subidas de temperatura
correspondem a aumentos na quantidade de graos de pélen e de Ole el.
Por outro o vento ndo parece ter um efeito significativo nas concentractes
de alergénio e de alergénio durante a época polinica, podendo contribuir
apenas para fenbmenos de transporte a longa distancia fora do periodo de

polinizacao principal.

v' A poténcia alergénica do pélen em 2010 foi maior que em 2009, pois
apesar de ter havido menos polen, este continha cerca do dobro do

alergénio quando comparado com o ano de 2009.
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7. Perspectivas Futuras

De modo a avaliar o conteddo atmosférico em aeroalergénios e
consequentemente prevenir o risco de patologias alergo-respiratdrias, surgem ainda

alguns estudos que podem completar o trabalho aqui descrito, nomeadamente:

v" Quantificagdo dos alergénios em amostras de ar exterior durante as

épocas polinicas dos préximos anos;

v' Averiguar a existéncia de correlagédo entre a quantidade de alergénios e as
contagens polinicas obtidas pela metodologia certificada actualmente
vigente, assente em tecnologias volumétricas de tipo Hirst, das préximas

épocas polinicas;

v Estudar a influéncia de varidveis ambientais, como a humidade relativa,

temperatura, exposicao solar, na producao de alergénio no gréo de polen;

v Averiguar a poténcia alergénica dos extractos de polen utilizando linhas

celulares.
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9. Anexos

9.1 Tabela ANOVA referente a correlacdo entre a concentracdo determinada a partir
do filtro XL e M em 2009 (figura 16 B.1).

GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 24234,06 24234,06| 29,70 | 2,80E-06
Error 40 32634,26 815,86
Total 41 56868,32

9.2 Tabela ANOVA referente a correlacdo entre a concentragdo determinada a partir
do filtro XL e M em 2010 (figura 16 B.2).

GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 87810,17 87810,17 | 155,21 0,00
Error 57 32248,41 565,76
Total 58 120058,59
9.3 Tabela ANOVA referente a correlagédo entre as contagens polinicas e a
concentracado de Ole el obtida no filtro XL em 2009 (figura 19 A.1).
GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 3,11E+06 3,11E+06 | 18,86 | 9,33E-05
Error 40 6,59E+06 164840,76
Total 41 9,70E+06
9.4 Tabela ANOVA referente a correlagdo entre as contagens polinicas e a
concentracao de Ole el obtida no filtro M em 2009 (figura 19 B.1).
GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 8147,29 8147,29| 6,69 |1,35E-02
Error 40 48721,03 1218,03
Total 41 56868,32
9.5 Tabela ANOVA referente a correlagdo entre as contagens polinicas e a
concentracao total de Ole el obtida em 2009 (figura 19 C.1).
GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 3,44E+06 3,44E+06 | 18,842 | 9,40E-05
Error 40 7,29E+06 182347,82
Total 41 1,07E+07
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9.6 Tabela ANOVA referente a correlacao entre as contagens polinicas e a

concentracao de Ole el obtida no filtro XL em 2010 (figura 19 A.2).

GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 1,16E+07 1,16E+07| 130,94 | 1,11E-16
Error 59 5,22E+06 88427,95
Total 60 1,68E+07
9.7 Tabela ANOVA referente a correlacao entre as contagens polinicas e a
concentracao de Ole el obtida no filtro M em 2010 (figura 19 B.2).
GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 106541,12 106541,12 | 449,26 0,00
Error 57 13517,47 237,15
Total 58 120058,59
9.8 Tabela ANOVA referente a correlagdo entre as contagens polinicas e a
concentragao total de Ole el obtida em 2010 (figura 19 C.2).
GL |Soma dos quadrados | Média dos quadrados F Prob > F
Model 1 1,39E+07 1,39E+07 | 150,92 0,00
Error 59 5,44E+06 92224,12
Total 60 1,94E+07
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