QY‘;RS[O

= 0
- lgs]
) X

EscoLA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

MESTRADO EM BlOQuUIMICA

“ESTUDO PARA O DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA QUANTIFICACAO DE PHL P 5

EM AMOSTRAS DE AR ATMOSFERICO COLHIDAS NA CIDADE DE EVORA”

DISSERTAGCAO DE MESTRADO

RIiTA MENDES RIBEIRO

5118
ORIENTADOR (ES):
PROF.2 DR.2 CELIA ANTUNES
PRoF. DR. Rul BRANDAO
EVORA

2011



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

RS/
S
= 9
S o

%

Yv
EVOY®

EscoLA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

MESTRADO EM BIOQUIMICA

“ESTUDO PARA O DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA QUANTIFICACAO DE PHL P 5

EM AMOSTRAS DE AR ATMOSFERICO COLHIDAS NA CIDADE DE EVORA”

DISSERTACAO DE MESTRADO

RiTA MENDES RIBEIRO

5118
ORIENTADOR (ES):
PROF.2 DR.2 CELIA ANTUNES
PROF. DR. Rul BRANDAO
EVORA
2011



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora




Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora




Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

Indice
[T ITo=Ye =N =T U 2= TR 6
INAICE AE QUAAIOS ... ettt e e 8
ADFEVIATUIAS ...ttt ettt ettt ettt e e e et e e e e e ee e e e e e eeeees 10
Aerobiologia € BiOQUIMICA........cccoviiuiiiiiiie e e e e e 20
1. Bioaerossdis: Caracterizagdo € Impacto para @ SAUAE......cccuviieciiieiiiie ettt e e e svae e e sraeeea 20
1.1. (0o a0 o TR Tor-To I [o TN 2T To - =T 0 1Yo 1 -SSR 20
1.2.  Caracterizacdo Geral dos alergenos.......cc.ueeeeciiieeeiiiee e 21
1.3. Caracterizagao dOS ABI0AIEIEENOS ... ..ccccuiiiiiiiee ettt ettt e et e e ettt e e ste e e e rtte e e e etbe e e eabeeesbaeeessaeeesnbeeasseeeeansneas 22
1.4. F N L= = I T o LT 1 oY - LS 22
1.4.1. Caracterizagdo das imuUNOEIODUIINGS .....ccuiiiiieriiiieeeee e bbb 23
2. (O o1 [T W T T T ] [T Vo 1YY PR PPPP 24
2.1 As polinoses na Europa — Peninsula IDEFICA .......ccuiiiirieiirieieseeeee ettt sttt st 25
2.1.1 Constituicdo e FUNG30 dO POIEN....ceeiii i 25
2.2 Dimensao versus PONNIZAGA0 ...ciicviieiieiiieeieieee ettt et e et e e s svrae e s sneeeeeeaes 27
3. Técnicas de captacdo e quantificacdo de bioaerossois.........ccoceeeeevieeecccieeeecciiee e, 30
4. Principais métodos de colheita de bioaerossdis........cccceecieeeieciieeeeciiee e 31
2. Material € MEtOAOS .......ccooeei e 33
2.1, REAGENTES € SOIUGDES ..ottt ittt ettt sit ettt et et st e e bt e sas e e bee s et e e seesabeesbeesabeesabeenneesabeenseesnneennnes 33
2.2. RECOING DIO@EIOSSOIS ..c.ueeuviiieiiiiieitteiiee ettt sttt e b e bttt e h et sb bt e b e ae s bbb e nreene 33
D220 W -1 7 Tor- To o [0 3 e Yo [=1 o USRS 33
2.2.2. Captacdo de aer0alergeN0S. .....ccccuuiieeciiiee ettt et 34
2.3. Preparagdo dos filtros para recolha das amostras de aeroalergenos .......cceeceereeereerieenieeieenee e eseee e 35
2.4. Procedimento para @ eXtraCGao dOS fillrOS.......cuiruierieiiiierie et e st e st e e e e e neennes 35
2.5. QUaNtificagdo dO AlErZENO PRI DS ...ttt et e st e st e s sab e e e st be e e s ba e e e sabaeeentaeeennne 36
5. ResUltados € DISCUSSEO ......ccceeeieieeieeeeeeee e 41
5.1 Estabelecimento de um meétodo ELISA PAra PRI P S...c.eeeceeeieeiie e sieesiee e sete et e seeeaeeseeeseeeeneesneeeaeesnneenne 41
5.2 Alteragdo das condigdes de @Xtrata0 .....cccuiviriiiiiiiiiiniiicse e 45
5.3 Conteldo em alergeno Phl p 5 contido NOS filtrOS .....uiieiiiiiiiiiiiiiie et e sbee e e seaeeens 46
5.4. Estudo de correlagdo entre o contelldo em aeroalergeno € POIEN .........coeeieririenieieneneeeee e 48
T O] o o] F {0 T SRR 50
7. Bibliografia......ccooooeiieeeeee 52



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

Indice de Figuras

Figura 1- Estrutura basica da molécula de anticorpo, detalhe da regido de

[ToT=Tor=To Yo I¥= Tg 110 =] 0] o J PP RUPP PR 23
Figura 2 Diagrama esquematico de uma Imunoglobulina ............ccccccoviinnnnee. 24
Figura 3: Graos de pélen de Poaceae (adaptado de Camacho, 2007) ............ 27

Figura 4 Colector de particulas, Chemvol Sampler localizado na plataforma
meteoroldgica situada na Escola de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de
EVOra, @ 17M A0 SOI0 «..eveeeeeee ettt et e e e r e e e 34
Figura 5: Filtro XL colocado numa das campanulas que constitui o colector .. 34
Figura 6: Filtro M colocado numa das campanulas que constitui o colector .... 34
Figura 7: Esquema ilustrativo do método ELISA utilizado para quantificacao do
AIBIGENO <. 37
Figura 8: Curva de calibrac&o para Phl p 5 representativa de 14 ensaios
(=== Vo [0S 42
Figura 9: Variacdo da concentracdo dos controlos positivos nos ensaios

T2 117> Vo [0 13 43
Figura 10: Variacao da concentragdo da amostra teste para os diferentes
BIISAUDS .ottt 44
Figura 11: Curva de diluicdo da amostra teste para Phl p5 representativa dos
14 ensaios realiZAOS. .......ccovieeeeiici e 45
Figura 12: Extrac¢cédo de amostras com tampéo bicarbonato suplementado com
BSA ou com Triton e Extraccdo de amostras com tampao fosfato suplementado
COM BSA OU THIEON e 46
Figura 13: a )Quantificagéo do alergeno Phl p 5 contido nos filtros XL e M. O
conteuado em alergeno retido nos filtros XL e M baseia-se na dimensao das
particulas presentes no ar b) Relac&o entre a percentagem de alergeno retido
NO filtro XL € NO filtrO M .....eeiii e 47
Figura 14: Expresséao polinica deo polen Phleum pratense vs quantidade de
alergeno Phl p 5 presente nos filtros XL e M. Os valores apresentados
representam o n° de graos de poélen obtidos durante a época polinica através
do método Hirst, e quantidade de alergeno que foi determinada nos filtros XL e
M utilizando 0 MEtOdOo ELISA ... e e 48


file:///C:/Users/Rita/Desktop/TESE/TESE%2008102011.docx%23_Toc305983378
file:///C:/Users/Rita/Desktop/TESE/TESE%2008102011.docx%23_Toc305983387
file:///C:/Users/Rita/Desktop/TESE/TESE%2008102011.docx%23_Toc305983387
file:///C:/Users/Rita/Desktop/TESE/TESE%2008102011.docx%23_Toc305983387

Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

Figura 15: Correlacao: Contagem polinica vs [Phl p5] pg/m3 Filtro XL + Filtro M.
O numero de graos de polen obtidos pela contagem através do método Hirst
relaciona-se com a quantidade de alergeno obtido por ELISA...............cc.eeee. 49



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

Indice de Quadros

Quadro 1 Caracteristicas do polen
POBCEAE. ... 26
Quadro 2: Caracterizacao das isoformas de Phleum
L2 = 1S = 28

Quadro 3: Variagcdo da concentracdo dos controlos positivos nos ensaios
FEALIZAAOS. ...t 43



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

Abreviaturas




Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificagdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na

cidade de Evora

Abreviaturas

Abreviatura, acréonimos e unidades Significado

a.a
Ab
Ag
BSA

°C
CTLs
EIA
ELISA

lg
kDa
NK cells

PCR

Phl

RIA

rpm

Aminoécido

Anticorpo, do inglés “Antibody”
Antigénio, do inglés “Antigen”
Albumina do soro bovino, do inglés
“Bovine serum albumine”

Graus Celcius

Linfocitos T citotoxicos

Imunoensaio enzimatico
Imunoensaio Enzimético, do inglés
“Enzime Linked Immunosorbent Assay”
Imunoglobulinas

Kilo Dalton

Células natural killer , do inglés
“Natural Killer cells”

Particulas

Reaccdo em cadeia pela Polimerase,
do ingés “Protein Chain Reaction”
Fraccédo de proteinas do Phleum
Radio imunoensaio

Rotacdes por minuto
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Rita Mendes Ribeiro (2011). ESTUDO PARA O DESENVOLVIMENTO DE METODOS
PARA QUANTIFICAGAO DE PHL P 5 EM AMOSTRAS DE AR ATMOSFERICO COLHIDAS NA
CIDADE DE EVORA. Dissertacdo de Mestrado (C.M. Antunes e R. Brandéo,
orientadores). Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora, Evora,

Portugal.

O Phl p 5 é um alergeno major do grupo V dominante no pélen da espécie
Phleum pratense, que contribui para o agravamento das doencas alérgico-
respiratorias durante a estacdo polinica. Porém, ndo estdo estabelecidos
métodos para que permitam quantificar os aeroalergenos.

O objectivo deste trabalho foi desenvolver e implementar metodologias para
quantificar o Phl p 5 em amostras de ar exterior captado em Evora.

Os polenes e o alergeno foram colhidos utilizando colectores do tipo Hirst, e de
impacto (Chemvol), respectivamente. A quantificagdo do alergeno efectuou-se
por ELISA.

Dos tamp0bes de extrac¢do testados, o tampdo HCO3NH, contendo BSA foi o
mais adequado para extrair o aeroalergeno. Estabeleceu-se um método fiavel
para determinacdo de Phl p 5. Em 2009, o perfil de distribuicdo temporal do
aeroalergeno acompanhou o perfil de distribuicdo polinico de gramineas,
registando-se uma correlacdo entre os conteuddos em alergeno e podlen,

indicando que o alergeno é transportado pelos gréos de pélen.
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Rita Mendes Ribeiro (2011). STUDY FOR THE DEVELOPMENT OF METHODS FOR
QUANTIFICATION OF PHL P 5 IN SAMPLES OF ATMOSPHERIC AIR COLECTED IN EVORA.
Master Disertation (C.M. Antunes e R. Brand&o, supervisors). Science and

Technology School, University of Evora, Evora, Portugal.

The Phl p 5 is a major allergen of group V and dominant in pollen of Phleum
pratense and so it aggravates allergic and respiratory diseases resulting from
pollen exposure. Presently, there are no feasible methodologies to determine
Phl p 5 aeroallergen in outdoor air samples.

Pollen particles were collected through a Hirst-type volumetric air sampler and
the aeroallergens were collected using an impact collector Chemvol. After
extraction, the quantification of Phl p 5 was performed using an ELISA method.
Several buffer systems were tested for extraction of the allergen content and
HCO3NH, buffer with BSA was the best for the quantification of Phl p 5. Firstly,
a feasible method for Phl p 5 determinations in air samples was established. In
2009 pollen season, the allergen profile followed the pollen profile and a
positive correlation between the air content of the two parameters was found,

suggesting that Phl p 5 is associated to the pollen grains.
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Objectivo geral

Desenvolver metodologias adequadas para monitorizar 0s niveis de

aeroalergenos nas amostras de ar atmosférico recolhido na cidade de Evora.

Objectivos especificos

1. Desenvolver um método imunoquimico ELISA para quantificacdo do

alergeno, Phl p 5.

2. Estudar métodos de extraccdo da fraccao proteica retida em filtros de
colectores de impacto, mais especificamente do “High-Volume

ChemVol® Cascade Impact”.

3. ldentificacdo de frac¢des de bioaerossois, nos quais se inclui o alergeno
Phl p 5.

4. Avaliar a correlacdo do alergeno Phl p 5 com as contagens polinicas
referentes do pdlen das gramineas obtidas com um colector volumétrico
tipo Hirst, mais especificamente o “Burkard Seven-Day Recording

Volumentric Spore Trap®.
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Aerobiologia e Bioquimica

A aerobiologia é a ciéncia que estuda as particulas de origem biologica
transportadas de forma passiva no ar, a sua diversidade, modo de vida, e
repercussao (Arias et al., 2002). Um dos objectivos praticos da aerobiologia é o
desenvolvimento de modelos estatisticos que permitam prever a concentracao
de polenes na atmosfera possibilitando, assim, que os individuos alérgicos
tomem medidas preventivas e de eviccdo durante a estacdo polinica
(Rodriguez-Rajo, 2009).

A bioquimica, enquanto ciéncia analitica das unidades estruturais e basicas
dos organismos e processos biolégicos, pode dar uma grande contribuicdo
para o desenvolvimento de metodologias que, por contribuirem para
caracterizar os bioaerossois, nomeadamente em aeroalergenos e, assim,
contribuir para a prevencao da doenca alérgica. Este trabalho em particular
pretende ser um exemplo dessa contribuicdo, ao estabelecer métodos fiaveis
para a andlise e quantificacdo do alergeno Phl p 5 em amostras de ar exterior,
pelo método imunoquimico ELISA. Espera-se que no futuro, estas novas
metodologias possam contribuir para uma mais eficiente previsdo de risco de
exposicdo aos varios factores etiolégicos da alergia, vindo a melhorar a

qualidade de vida dos pacientes.

1. Bioaerossois: Caracteriza¢dao e Impacto para a Saude

1.1. Composicdo dos Bioaerossois

Os bioaerossdéis designam microrganismos, particulas ou fragmentos de
natureza biolégica, que existem no ar de forma passiva. Podem ser
provenientes do solo, de plantas, ou mesmo de superficies aquaticas
(Camacho, 2007).

O ambiente atmosférico € propicio para a dispersao biolégica. A dimensao dos
bioaerossois tem implicagbes no periodo de tempo que estes se encontram

aerosolizados, visto que as particulas de maiores dimensfes tém tendéncia
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para sedimentar. O seu tamanho varia normalmente < 0,1 um e os 200 um de
diametro (Camacho, 2007).

A dimenséo dos bioaerossois constitui uma caracteristica importante, no que
diz respeito ao seu impacto na saude publica, porque as suas pequenas
dimensdes conferem-lhes a capacidade de penetrarem nas vias respiratorias,
aderindo depois as mucosas que revestem os tecidos do sistema respiratério e

nao serem facilmente expelidos.

1.2. Caracterizacao Geral dos alergenos

O termo alergeno foi vez usado pela primeira em 1903 por von Pirquet, para
designar todas as substancias estranhas que provocavam resposta
imunoldgica. Subsequentemente, a palavra alergeno tem sido usada,
selectivamente, para proteinas que causam “hipersensibilidade”. Entdo, um
alergeno é um antigénio que desencadeia uma hipersensibilidade imediata
(Male D. et al., 2006).

Os alergenos sdo qualificados quanto a sua origem: a partir do ambiente
natural ou com origem num ambiente quimico contaminado. No primeiro grupo,
incluem-se aeroalergenos como o0 polen de diferentes plantas, esporos
fungicos e fragmentos de hifas miceliais, bactérias, acaros, células da epiderme
de animais domésticos, alergénios de produtos alimentares e veneno de
insectos (Puc, 2003).

Os alergenos provenientes do ambiente natural sdo normalmente proteinas, de
elevado peso molecular (superior a 10kDa). Os alergenos com origem num
ambiente quimico contaminado sdo geralmente compostos quimicos de baixo
peso molecular (Puc, 2003).

Os alergenos polinicos séo proteinas hidrossolUveis ou glicoproteinas de peso
molecular compreendido entre 10 e 70 kDa muitos dos quais resistentes a
alteracbes de pH e a elevadas temperaturas (mesmo até 100°C). A sua
nomenclatura tem sido unificada com base nas recomendac¢fes publicadas

pela Organizacdo Mundial de Saude, em 1994 (Puc, 2003).
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1.3. Caracterizacao dos aeroalergenos

As trés doencas alérgicas respiratorias de maior relevo - rinite alérgica, asma e
dermatite atOpica estdo associadas a exposicdo aos aeroalergenos (Reid,
2009).

As alteracbes climatéricas podem afectar a producdo de aeroalergenos,
influenciando a sua dispersao e distribuicdo, que, por sua, vez tem impacto na
prevaléncia e severidade da doenca alérgica (Reid, 2009).

Estudos aerodinamicos sugerem que particulas do ar com diametro superior a
10 pum, como graos de polen alergénicos sdo suficientemente grandes para

entrar em contacto com as vias aéreas e causar asma (Brito et al., 2010).

1.4. As alergias respiratorias

O desenvolvimento da civilizacdo, muitas vezes associado ao aumento da
poluicdo, em detrimento do ambiente natural estimula o aparecimento de novos
problemas de saude, nomeadamente, das doencas alérgicas. Em todo o
mundo, a alergia afecta cerca de 15-30% da populacdo e a polinose cerca de
10 a 15% (Puc, 2003).

As alergias tipo I, nas quais se enquadram as polinoses, representam uma
hipersensibilidade mediada por imunoglobulinas da classe E, como € o caso da
rinoconjuntivite alérgica, asma alérgica, dermatite atépica, alergias alimentares
e anafilaxia, que afectam cerca de 25% da populacédo. Os sintomas da alergia
sdo causados pelo reconhecimento de antigénios normalmente inGbcuos, como
os alergenos, por anticorpos IgE, os quais induzem consecutivamente, a
cascata de activacao celular (Valenta, 2002).

Os sintomas da alergia do tipo | sdo consequéncia da secrecdo de
mediadores como a histamina, resultado da activacao celular subsequente a
ligacdo cruzada das IgE especificos, os quais se ligam a células efectoras,
alérgicas como basdfilos e mastdcitos (Steinberger, 1996).

Para se tornar um alergeno, o antigénio deve conter pelo menos dois
locais de ligacdo para IgE (epitopos de IgE) (Flicker, 2000).

Os epitopos que consistem numa cadeia de alguns aminoacidos séo
designados por “epitopos continuos”. Os epitopos sdo compostos, pelo menos,

por dois dominios ndo adjacentes da molécula, que estdo em contacto, e da
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molécula ligada, designam-se por “epitopos descontinuos”. Os epitopos IgE de
alguns alergenos relevantes, nomeadamente o alergeno em estudo, Phl p 5

séo do tipo epitopo descontinuo (Hantusch, 2004).

1.4.1. Caracterizacao das imunoglobulinas

As imunoglobulinas (lIg), também designadas anticorpos naturais, sdo descritas
como um componente do sistema imunitario inato. Anticorpo natural é definido
como um anticorpo encontrado em individuos normais e saudaveis, que nao
evidenciem estimulag&o antigénica exdgena (O’Gorman, 2008).

As Ig sado caracterizadas segundo a sua estrutura e funcdo. Fornecem um
conjunto de receptores na célula B, permitindo que a célula produza uma
grande diversidade de locais de ligacdo para os ligandos especificos. A
interaccdo imunoglobulina - antigénio ocorre entre os paratopos (locais na Ig
onde o antigénio se liga) e os epitopos (locais de ligacdo da molécula) (figura 1)
(Akirav, et al.2008).

Cadeia pesaca —
o0 oo
At ==
Swos de
MCSANICITANIO <
00 tpeno — Cadea \ove 00
RCODO
Rogdo de igagho
com & aigeno

Cade s posada

e . »
= A
\ ¥ /
w *s 2
:‘“:M Cagea v
COrRSanim

Figura 1- Estrutura basica da molécula de anticorpo, detalhe da regido de ligagdao ao antigénio.

(http://sindrome-asperger.dimensionebrasile.com/wp-content/uploads/2009/10/imunoglobulina-
G.gif&imgrefur)

Nos humanos distinguem-se cinco classes distintas de imunoglobulinas, IgG,
IgA, IgM, IgD e IgE. Diferem em:

* Tamanho;
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Carga;
Sequéncia de aminoécidos;
Conteudo em glucidos;

-+ + ¥

Organizacgao supramolecular

Os anticorpos tém uma estrutura geral similar, tendo em conta aspectos fisico-
quimicos caracteristicos, como é a carga e a solubilidade. A sua estrutura
comum é composta por duas cadeias leves idénticas (cada uma com cerca de

24 kD), e duas cadeias pesadas (cerca de 55 a 70 kD) (figura 2).

CADEIA N

LOCAL DE
LIGAGAO
DO ANTIGENO

CADEIA

PESADA
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G = PORGAO CONSTANTE,

CADEIA LEVE
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SiTIO DE LIGAGAO
DO COMPLEMENTO

SiTIO DE LIGAGAQ
GRUPO DO RECEPTOR Fc
CARBOHIDRATO
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8--8  pissuLFETO c C

Figura 2 Diagrama esquematico de uma Imunoglobulina

(http://www.pediatriasaopaulo.usp.br/upload/html/253/img/03f4.gif&imgrefurl)

Uma cadeia leve esta ligada a uma cadeia pesada, e as duas cadeias
pesadas estdo ligadas uma a outra. As cadeias, leves e pesadas, contém
séries de repeticdes, unidades homdlogas, cada uma com cerca de 110
residuos de aminoacidos (a.a) de comprimento, que se ligam
independentemente num arranjo globular comum, chamado dominio da

imunoglobulina (1g) (O’Gorman, 2008).

2. O Pdlen e as polinoses

Os alergenos do poélen, particularmente os de gramineas e de certas arvores
sao considerados dos aeroalergenos mais responsaveis por parte das doencas
alérgicas do tracto respiratério (Puc, 2003).

As gramineas sdo uma familia muito importante de plantas, das quais fazem
parte cerca de 650 a 700 géneros, existindo 12000 espécies distribuidas por
todo o mundo (Arias et al., 2002).
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A familia Poaceae esta bem representada na Peninsula Ibérica, sendo que os
géneros que causam mais alergias sdo: Phleum spp., Dactylis spp., Lolium
spp., Trisetum spp., Festuca spp., Poa spp., Cynodon spp., e Anthoxanthum
spp. (Garcia-Mozo, 2008).

2.1 As polinoses na Europa - Peninsula Ibérica

As caracteristicas climatolégicas de cada regido condicionam a presenca ou
auséncia de diversas espécies botanicas e, consequentemente, a aerobiologia
dos pélenes alergénicos.

Na Europa a polinose mais importante € devida a exposicdo e pélen de
gramineas e a Peninsula Ibérica onde se encontra Portugal é caracterizada por
um clima quente e temperado, favoravel para esta familia.

Na Europa, os poélenes pertencentes a familia Poaceae sédo considerados como
dos mais aeroalergénicos, provocando sintomas alérgicos em mais de 80% das
pessoas sensibilizadas (Rodriguez-Rajo, 2009). A prevaléncia das doencas
alérgico-respiratorias, nos paises industrializados tem aumentado nas ultimas
décadas (Sazelova, 2004; Rodriguez-Rajo, 2009; Ribeiro, 2008).

2.1.1 Constituicao e funcao do pdlen

Os gréos de polen sdo as estruturas onde se encontram 0s gametas das
plantas com flor. Formam-se no interior dos estames e, uma vez maduros, Sao
libertados. Tém como funcéo alcancar a célula feminina da mesma espécie e
fecundar o ovadcito (Arias et al., 2002).

Ao processo de transferéncia do pélen, desde o 6rgao onde se formou até a
parte feminina da flor, chama-se polinizacéo. A polinizagcédo pode efectuar-se de
varios modos, dependendo das caracteristicas das espécies (Arias et al.,
2002).

A dispersao dos grdos de pélen é tributaria e do encargo de agentes de
transporte, como o0 vento, a agua e outros seres vivos. Uma simples corrente
de ar assegura a dispersao de gréaos de polen de todas as Gimnospermas e de

um grande numero de Angiospermas, como € o caso de certas familias de

Gramineas, Ciperaceas, Juncaceas, e de um determinado niamero de arvores

25



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

cujas flores sdo reunidas em aglomerados como as Betulaceas, as Populaceas
e as Juglandaceas. Este modo de polinizacdo demonima-se anemofila,
engquanto que a polinizacdo entomofila ocorre pela acgcédo de insectos (Arias et
al., 2002; Renault-Mikovsky, 1990).

O processo de polinizagdo exige que os graos de pdlen sejam constituidos por
células envolvidos por uma parede especialmente resistente, visto serem
submetidos a condi¢cdes ambientais adversas, as quais poderiam provocar
danos nos seus componentes celulares, alterando, assim, a viabilidade do
pélen (Arias et al., 2002).

Os graos de pdélen possuem duas paredes a intina, mais interna, de natureza
pectocelulosica, e a exina, mais externa, composta por esporopolenina, uma
substancia lipidica fortemente resistente a degradacdo quimica, assim como
por pequenas quantidades de polissacarideos. A parede do grdo de pdlen
confere-lhe proteccédo durante o transporte da antera ao estigma (Camacho,
2007).

Os graos de pdlen sdo caracterizados pela sua forma, tamanho, estrutura e
escultura da exina, bem como pelas aberturas que podem apresentar (poros,
colpos, a combinacdo de ambos ou a sua auséncia) e ainda pelo seu numero

e disposicdo na superficie do grao (Arias et al., 2002).

Quadro 1: Caracteristicas do pdlen Poaceae (adaptado de Camacho, 2007)

Simetria e Forma | Heteropolar, esferiodal

Tamanho 15a 60 um e de 60 a 110 um de diametro
Abertura Monoporado, poros bem definidos e circulares
Ornamentacao Graos tectados, verrugosos, microverrugosos,

rugulosos, escrabicos ou psilados.

Alergenecidade Relevancia alergénica no inicio do Verdo. E uma
importante fonte de aeroalergenos ja que desencadeia
exacerbacbes de asma bronquica. Alergenecidade
moderada a elevada.
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A capacidade alergénica do podlen deve-se a aptiddo que os graos desse
mesmo polen tém de aderir as mucosas. Os estudos aerodindmicos realizados
indicam que as particulas superiores a 10 pm ficam retidas nas vias

respiratérias superiores (Sazelova, 2004).

50 [

Figura 3: Graos de pdlen de Poaceae
(adaptado de Camacho, 2007)

2.2 Dimensao versus Polinizacao

A maioria dos pélenes apresenta tamanho compreendido entre 10 e 100 pum, e
a sua forma pode ser esférica ou ovoide, podendo ocorrer outras. A densidade
e velocidade de sedimentacdo sdo diferentes para os varios tipos de polen,
sofrendo alteracbes na forma e tamanho, de acordo com o seu modo de
polinizacdo. Os grédos de pdélen de tamanho pequeno, entre 20 a 40 um e com
baixo teor em agua, sdo geralmente distribuidos pelo vento a longas distancias
(Camacho, 2007).

2.3 Bioquimica do gréo de pdlen

A composicdo quimica do grdo de pélen é varidvel entre as espécies. As
percentagens dos componentes oscilam entre os 13-17% de glucidos, 11-20 %
de proteinas, 1-4% de lipidos e 1-2% de compostos inorganicos. A quantidade
de agua é relativamente elevada quando o gréo de pdlen se encontra nas
anteras, diminuindo bruscamente aquando da antese, tornando-se altamente
higroscopico. No citoplasma, e na parede do grdo de pélen encontram-se a

maioria das proteinas, normalmente enzimas, que permitem o0 crescimento e
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alongamento do tubo polinico e consequentemente a fecundacdo. Esta

disposicao, possibilita a interac¢cdo com o sistema imunitéario (Camacho, 2007).

2.3.1. Caracteristicas do Phlp 5
Estes alergenos representam um enorme grupo variavel de proteinas (Quadro
2), as quais podem ser distinguidas no pdlen da erva-dos-prados (timothy

grass) pelo seu peso molecular (Bufe, 1995).

Quadro 2: Caracterizacao do alergeno Phleum pratense.

Phleum Natureza e Massa Prevaléncia Alergenicidade
pratense funcéo molecular das IgE
(kDa) especificas
Phlip 1 B - expansina 31-35 90 % Actividade
alergénica forte

Phip2ep3 Acida(2) 10-12 40-60 % 15 %

Bésica (3)
Phlp 4 Basica 50-57 80 % 20-40 %
Phlp 5 Actividade 27-33 65-85 % 50-95 %

ribonuclease

2 isoformas

“a” e “b”

Grande parte dos aerolergenos das gramineas induz rinoconjuntivite ou asma
brébnquica em mais de 90% de individuos alérgicos a gramineas e a
aproximadamente 40% dos individuos com alergia Tipo | (Bufe, 1995). A
severidade destes alergenos esté relacionada com o facto de estes poderem
ser libertados dos grdos de pdlen, no ambiente, sendo suficientemente
pequenos para entrar nas rias respiratorias humanas e induzir uma resposta
imediata de IgE em pacientes asmaticos (Bufe,1995).

O Phl p 5 representa um dos mais importantes alergenos polinicos da erva-
dos-prados (thimohy grass - Phleum pratense) encontrando-se ligado a mais de
60% das IgE polen-especificas no soro de pacientes alérgicos (Hantusch,
2004).
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Existem duas isoformas naturais, Phl p 5a e Phl p 5b, as quais exibem
sequéncia similar, diferindo ligeiramente na sua massa molecular e
comportamento bioquimico (Hantusch, 2004). A isoforma Phl p 5a tem um peso
molecular de 38 kDa, apresentando mais proteinas basicas, enquanto que a
isoforma Phl p 5b contém mais proteinas acidas, e 0 seu peso molecular € de
32 kDa (Bufe, 1995; Becker et al., 1995).

No que diz respeito & funcao fisiolégica das moléculas dos alergenos do grupo
5, pensa-se que podem desempenhar um papel importante no reconhecimento
do grdo de pdlen pela superficie do estigma, no caso de incompatibilidade
entre plantas heterélogas (Bufe, 1995).

2.4 Factores climatéricos e os aeroalergenos

As gramineas sao espécies anemofilas, pertencentes ao grupo das
monocotiledéneas (subclasse Lilidae), cujo embrido tem apenas uma folha
desenvolvida. A polinizagéo realizada é favorecida por um determinado nimero
de factores ambientais, como o vento (Arias et al., 2002; Garcia-Mozo, 2008).
O desenvolvimento das gramineas é positivamente influenciado pela
disponibilidade de agua, especialmente na regido Mediterranea. As elevadas
temperaturas, o fotoperiodo e a baixa humidade relativa contribuem para um
aumento dos niveis de po6len atmosférico de Poaceae, visto serem factores que
condicionam o desenvolvimento e crescimento das plantas. Contundo, na
floracdo existem outros factores climatéricos, como a chuva e a humidade
relativa que induzem a libertacdo do pdlen. Vérios estudos demonstram uma
relagdo entre os factores climatéricos/ambientais e as contagens de pdlen
atmosférico de gramineas. Atendendo ao local onde s&o efectuadas as
contagens polinicas, a temperatura parece ser o factor que exerce maior
influéncia no inicio da época polinica das gramineas, bem como da existéncia
de picos de maior concentracéo de gréaos de polen. (Garcia-Mozo, 2008)

As variacdes na producdo de aeroalergenos, e subsequentemente, a exposi¢ao
humana, podem resultar em alteracbes na prevaléncia e severidade dos

sintomas em individuos com doengas alérgicas (Reid et al., 2009).
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Para além disso, existe bibliografia que aponta para o facto do efeito dos
alergénios do pdlen ser amplificado por alguns tipos de poluicdo aérea,

nomeadamente a carga das particulas finas e ultrafinas (Sazelova, 2004).

3. Técnicas de captacao e quantificacao de bioaerossois

A colheita de ar tem sido utilizada desde o século XIX, para examinar a
composicdo atmosférica em bioaerossois. As particulas de ar podem ser
colectadas de forma passiva, pela gravidade, bem como por instrumentos
especificos, em que a amostra € retirada activamente da atmosfera, através de
impacto, filtracdo, ou de métodos que nos fornecem amostras volumétricas
(Levetin, 2004).

O método mais simples e mais barato, mas menos preciso para colheita de
amostras biol6gicas de ar € o uso da gravidade. Este método consiste em
expor uma lamina de microscopio ou placa de Petri revestida com agér, a
amostra de ar interior ou exterior, por um determinado periodo de tempo. Pelo
método da gravidade a recolha de amostra ndo quantitativa para as
concentracbes atmosféricas de aeroalergenos, ¢é efectuada pela
forma/tamanho das particulas, bem como pelo movimento de ar (Levetin,
2004).

Os instrumentos mais utilizados para amostragem de ar sdo os de impacto.
Estes amostradores separam as particulas do fluxo de ar utilizando a inércia
dessas mesmas particulas, o que provoca a sua deposicdo sobre uma
superficie solida, ou agar, onde o fluxo de ar se inclina para contornar a
superficie. A deformacdo do fluxo de ar é conseguida em ambos o0s
amostradores de impacto (péndulos de succéo e de rotacdo). Os amostradores
de fenda sdo muito utilizados para esporos fuangicos e pélen total. No caso dos
péndulos, as particulas sdo separadas do fluxo de ar através da inércia e
depositadas num meio de recolha. O ar é extraido por uma bomba de vacuo, e
as bolhas através da agua, ou num tampao de diluicdo. As particulas do fluxo
de ar, dispersas na amostra de ar fornecem informagcdes sobre a composi¢céo

dos bioaerossois da atmosfera (Levetin, 2004).
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4. Principais métodos de colheita de bioaerossodis

Os principais métodos de colheita de amostras volumétricas de ar incluem
impacto, gravidade e filtracdo. Varios instrumentos foram desenvolvidos com
base nestes métodos de colheita. As amostras podem ser analisadas por
diversos processos desde a microscopia, aos imunoensaios e ensaios
moleculares. Contudo se a amostra for recolhida em meio liquido, este pode
evaporar-se quando o periodo de recolha é mais longo (Levetin, 2004).

A filtracdo separa as particulas do fluxo de ar, e estas ficam aprisionadas num
substrato fibroso ou poroso. Esta disponivel uma vasta gama de filtros para
uso, desde 25 a 47 mm de diametro, dependendo do tipo de bioaerossois. A
eficacia da colheita € normalmente alta, depende do tamanho dos poros do
filtro e da taxa de fluxo de ar (Levetin, 2004).

O Coriolis, colector de ar fabricado por Bertin Technologies (Franga), € um
colector de ar continuo, dedicado a monitorizacdo de esporos fungicos e graos
de pdlen existentes no ar atmosférico. O ar € puxado para um tubo conico com
movimento giratdrio, usando a succdo. As particulas sdo empurradas contra a
parede do tubo pela forca centrifuga, sdo separadas do ar e colectadas num
meio liquido. Esta solugcdo permite a sua analise por varias técnicas, incluindo
um ensaio Protein Chain Reaction (PCR), e testes sorologicos a fim de medir a
alergenicidade/antigenecidade dos grdos de pdlen e esporos fungicos
(Carvalho et al., 2008; Gémez-Domenech et al., 2010).

O Burkard trata-se de um péndulo com fenda de succéo usado para colheita de
polen e esporos fungicos. O primeiro colector deste tipo foi proposto por Hirst
em 1952. No Burkard, o ar € puxado para um orificio de 14x2 mm a 10L/ min,
as particulas sdo impactadas numa fita que fica abaixo do orificio. A superficie
de impactacao passa pelo orificio de 2 mm/hora, permitindo a amostragem uma
discriminacao do tempo. O orificio padrdao no Burkard é eficiente para particulas
até 3,7 um (Levetin, 2004).

O meétodo de obtencdo das amostras efectua-se consoante a finalidade do
estudo, empregando um ou varios metodos de amostragem. Os aparelhos e
dispositivos de captacdo podem ser de dois tipos: de deposi¢ao ou de impacto.
Os de deposicado baseiam-se na deposicao gravitacional das particulas numa

superficie horizontal que as retém, enquanto que nos de impacto, a
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amostragem ocorre por impacto numa superficie sélida. Nos dias de hoje, os
métodos de andlise de bioaerossdis assentam no conceito de impacto
(Camacho, 2007).

Neste trabalho a determinagcédo da concentracdo atmosférica de graos de polen
realizou-se com um equipamento desenvolvido por Hirst em 1952. Trata-se de
um captador de suc¢do que se baseia no principio do impacto, com um orificio
através do qual passa a amostra de ar que colide numa superficie em
movimento. As vantagens do Hirst sobre os outros tipos de captadores residem
Na maior eficiéncia de captacdo, autonomia de funcionamento de uma semana
e controle do volume de ar aspirado. Para além disto, permite ainda a aplicacédo
de métodos de contagens de bioparticulas com uma fiabilidade consideravel
(Camacho, 2007).

O ChemVol é um colector de particulas, no qual o ar é aspirado por uma
bomba que esté ligada ao aparelho e que suga 800L/min. As particulas (P)
presentes no ar sdo depositadas em dois filtros de acordo com as suas
dimensbes: XL, P > 10 um e M, 2,5 < P < 10 um que se encontram no interior
do aparelho. Estes sédo cortados em trés partes iguais, e cada uma das partes
€ armazenada em tubos de polipropileno a -80°C,até a extraccao (Buters et al.
2010).

4.1 Quantificagdo de bioaerossais utilizando imunoensaios

Os imunoensaios sao técnicas muito utilizadas em amostras de ar recolhidas
por impacto, filtracdo ou ainda armadilha de esporos. Os imunoensaios
envolvem a ligacdo de anticorpos ao antigénio de interesse. Os anticorpos
monoclonais sao geralmente os preferidos, devido a sua maior especificidade.
A ligacdo ao anticorpo é detectada por um corante fluorescente, um enzima, ou
residuos radioactivos ligados ao anticorpo (Levetin, 2004).

Os imunoensaios apresentam inumeras vantagens como a sensibilidade,
especificidade e facilidade no seu uso, no entanto sdo economicamente

dispendiosos (Levetin, 2004).
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2. Material e Métodos

2.1. Reagentes e Solucoes

Os reagentes utilizados para o método ELISA foram adquiridos as firmas
Allergopharma, Bial e Sigma. Os restantes reagentes empregues foram

adquiridos a Merck e Sigma.

2.2. Recolha bioaerossois

Neste trabalho foram utilizadas as amostras de bioaerossois recolhidas na
cidade de Evora, durante a época polinica de 2009. Foram colectados pélen e

aeroalergenos recorrendo a metodologias distintas, como a seguir se descreve.

2.2.1. Captacao do pélen

A determinacdo da concentracdo atmosférica de grdos de pdlen realizou-se
com um equipamento desenvolvido por Hirst em 1952 (descrito no capitulo 5.1
da Introducédo). Este colector volumétrico encontrava-se na mesma plataforma
meteoroldgica que o Chemvol, distando deste cerca de 2,5 m.

As contagens polinicas foram realizadas no laboratério de Palinologia e
Aerobiologia, de acordo com a metodologia recomendada pela Associacéo
Europeia de Aerobiologia e sob a responsabilidade da Dr.2 Elsa Caeiro,
investigadora no referido laboratério e técnica da Sociedade Portuguesa de
Alergologia e Imunologia Clinica. Os dados foram cedidos pelo coordenador do
grupo de interesse em aerobiologia da referida sociedade atendendo a

tratarem-se de fins académicos.

33



Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

2.2.2. Captacao de aeroalergenos

As amostras de bioaerossois, contendo o alergeno foram recolhidas utilizando
um colector de particulas, High-Volume Chemvol Cascade Impact numa
plataforma meteorologica, situada na Escola de Ciéncias e Tecnologia, no
centro da cidade de Evora, a 17 m do solo e a 320 m acima do nivel do mar.

Este trabalho iniciou-se com a recolha das amostras de ar, utilizando um
colector de particulas o Chemvol (figura 4). Este colector encontrou-se ligado a
uma bomba digital e capta 800 litros de ar por minuto. As particulas presentes
no ar séo depositadas em dois filtros de tamanhos diferentes (XL e M) (Figura 5
e 6, respectivamente): XL, P> 10 um e M, 2,5 < P <10 ym que se encontram no
interior do aparelho e que foram substituidos apés 24 horas de utilizacdo. Os
filtros foram entdo conservados a -80C até ao momento da extraccdo das

amostras (Buters et al., 2010)

Figura 5: Filtro XL colocado  Figura 6: Filtro M colocado

numa das campénulas que numa das campanulas que
constitui o colector constitui o colector

Figura 4 Colector de particulas, Chemvol
Sampler localizado na plataforma
meteoroldgica situada na Escola de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Evora, a 17m do
solo

Seguiu-se um processo de extraccdo, que permitiu recolher a parte proteica
dos filtros, posteriormente os extractos sao liofilizados e conservados a -80°C
para posterior analise.
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2.3. Preparacao dos filtros para recolha das amostras de aeroalergenos

A recolha das amostras foi precedida pela lavagem dos filtros. Este passo é
efectuado para evitar que compostos quimicos, que fazem parte da

constituicdo dos filtros interfiram no ELISA dando falsos positivos.

Preparacao do Tampao de Lavagem (NH4HCO3)

Para 1 Litro:
8g NH4HCO3 + 1L H,0 bidestilada + 700 pL NH,4 (14%)
Ajustar o pH entre 8,11 e 8,15

Os filtros foram colocados em tinas e submersos com tampédo de lavagem,
colocou-se a tina durante 1 hora sobre o agitador a 6 rpm. Os filtros foram
retirados e passados trés vezes por agua bidestilada; a ultima vez, foram
deixados durante 1 hora sobre o agitador a 6 rpm. Foi retirada a maior parte da
agua dos filtros, e foram colocados na estufa a 37°C durante 4 dias sendo

posteriormente guardados em sacos e protegidos da luz.

2.4. Procedimento para a extracc¢ao dos filtros

O processo de extraccdo foi modificado com vista a poder ser optimizado e
melhorado. Para isso, prodeceu-se a extraccdo de amostras com tampao
bicarbonato suplementado com 0,05% de Triton. Deste modo a testou-se a
eficacia da extraccao, quando o Triton esta presente nas amostras, permitindo
gue nestas, a proteina pudesse ser quantificada pelo método de Bradford.

Com o objectivo de minimizar o tempo dispendido pelo processo de liofilizacao,
extrairam-se amostras com tampao fosfato suplementado com 0,1% de BSA, e
suplementado com 0,05% de Triton.

Para o processo de extraccao, partiu-se do tampao de lavagem dos filtros, ao
qual se adicionou 0,1% de BSA. Apoés recolha diaria os filtros, estes foram
cortados em trés partes. Cada parte foi colocada num tubo de centrifiga de
polipropileno de 50 mL para filtros XL e de 15 mL para filtros M. Foram
adicionados 15 mL de tampéo de extrac¢cao no tubo do filtro XL, e 6 mL para

extraccdo do filtro M. Os tubos foram colocados num agitador, onde foram

35




Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

agitados por inversao (rotating - head over -head) durante 4 horas a 60 rpm,
em ambiente escuro ou protegido da luz.

Seguiram-se dois passos de centrifugagdo, o primeiro a 1000g durante 5
minutos, e o segundo a 1500g 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e
prepararam-se aliquotas de 2,5 mL para ambos os filtros. Foi-lhes adicionado 2
uL de BSA 10%, excepto em duas das aliquotas de 2 mL do filtro XL que foram
desiganadas de “backup’s”. As amostras foram armazenadas a -80°C, e

posteriormente liofilizadas durante 48 horas.

2.5. Quantificacao do alergeno Phlp 5

A quantificacdo de alergenos foi realizada por métodos imunoquimicos
(ELISA). O Enzyme-Lynked Immuno Sorbent Assay (ELISA) é actualmente o
método imunoquimico mais promissor para a quantificacdo de alergenos e
consequentemente o adoptado neste trabalho para a determinacéo do Phl p 5.
A popularidade do método ELISA “Enzime Linked Immunosorbent Assay”, tem
gue ver com a conveniéncia excepcional da placa multipocos. O antigénio ou
anticorpo é revestido em cada poc¢o da placa, e isso ira corresponder a ligacao
anticorpo ou antigénio na amostra teste. O complexo antigénio-anticorpo é
quantificado pela adicdo de um enzima ligado a um anticorpo especifico. No fim
do ensaio, € possivel observar os resultados, sendo a quantificacédo feita por
espectrofotometria, através de leitores automaticos ou semi-automaticos
(Chard, 1990).

Neste caso, recorreu-se a um método “Sandwich” assimétrico que se baseia na
captura do alergeno Phl p 5 com anticorpos monoclonais (mAb) (1D11),
seguido da deteccdo com um anticorpo secundario monoclonal marcado com
biotina (Bol). A este complexo, adiciona-se um conjugado (estreptavidina-
peroxidase) o qual, na sequéncia de adicdo de substrato, originard um produto

corado quantificavel por espectrofometria de absor¢gdo molecular.
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Procedimento para a Quantificagdo do alergeno Phl p 5 pelo método ELISA

A quantificacdo do alergeno Phl p 5 foi efectuada por um método ELISA

“sandwich”. Este método organiza-se em varias etapas, que estdo resumidas

na figura 7.

Revestimento das placas com anticorpo
monoclonal. Overnight a 42C.

)

Blogueio das placas com PBST
suplementado com BSA 1%

I

Aplicagdo das amostras.
Aguardar 2 horas.

I

Anticorpo monoclonal
marcado com Biotina.

)

Complexo gstreptavidina

)

Adicdo de TMB.

)

Adicdo de H,50, para parara
reaccao.

Figura 7: Esquema ilustrativo do método ELISA utilizado para quantifica¢cdo do alergeno
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Em todos os ensaios foi feita uma curva de calibracdo utilizando solucdo
padrdao de Phl p 5 de concentracdes que variam no intervalo de 800 ng/mL a
1,5625 ng/mL foram preparadas por diluicbes sucessivas da solucado padrao

mais concentrada.

Tampao de revestimento

Para 1 L de tampao:

m (Na;CO3) = 1,59 ¢
m (NaHCO3) = 2,93 g

A solucéo é preparada com agua miliQ, e o pH deve estar compreendido entre
9 e 10.

PBS (20x)
Para 1 L de tampao:

m (KH2PO4) =4 g

m (Nap;HPO,.12H,0) = 58 g
m (KCl)=4g¢g

m (NaCl) = 160 g

A solucéo é preparada com agua bidestilada, e o pH deve estar entre 7,2 e
7,4.

Tampéo de lavagem (PBST)
Para 1 L de tampéo:

50 mL de PBS (20X)

0,5 g de Tween

Prefazer com agua bidestilada.

38




Estudo para o desenvolvimento de métodos para quantificacdo de Phl p5 em amostras de ar atmosférico colhidas na
cidade de Evora

Tampéo de bloqueio (1%)
Volume final = 25 mL

25 mL de tampdao de lavagem
0,25 g de BSA

Tampéo de diluicdo (0,1%)
Volume final = 50 mL

50 mL de tampé&o de lavagem
0,05 g de BSA

Solucéo Stop (H2SO4) 1,5M
Volume final = 500 mL
H,SO, 1M =41,7 mL

Completar o volume com agua bidestilada.

O revestimento da placa foi efectuado no dia anterior a realizacdo do ensaio. O
anticorpo primario foi hidratado com 1 mL de tamp&o de revestimento durante
10 minutos, ao qual se adicionou 9 mL de tampao. Foi feita a aplicacdo na
placa, que fica a incubar overnight, a 4°C.

No dia do ensaio, iniciou-se pela lavagem da placa (3 vezes) com tampéao de
lavagem (PBST), prosseguiu-se o bloqueio e aguarda-se 30 minutos. As
amostras foram rehidratadas com tampé&o de diluicdo, as diluicdes das
amostras foram preparadas tendo em conta a informac¢do do numero de gréos
de pdlen obtido nas contagens pelo método Hirst. Secou-se bem a placa, sem
a lavar e as amostras foram pipetadas e aguardaram-se duas horas. A placa foi
lavada mais 3 vezes com PBST e pipetou-se o anticorpo de deteccao (marcado
com biotina), o qual actuou 1 hora. Lavou-se a placa 3 vezes e aplicou-se 0
enzima (estreptavidina peroxidase), e esperou-se 30 minutos. Por ultimo lavou-
se a placa 3 vezes e pipetou-se o TMB estava a temperatura ambiente, e

aguardaram-se 10 minutos protegendo a placa da luz e sob agitagdo (80 rpm).
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Parou-se a reaccdo com tampao stop H,SOy4, e leu-se imediatamente no leitor

de microplacas a 450 nm.
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5. Resultados e Discussao

O Phl constitui uma das familias de proteinas mais alérgica do pdlen das
gramineas. Destas o Phl p 5 é o principal alergeno presente e o responsavel
pelas rinites e asmas brénquicas que atingem adultos e criancas, pelo que no
presente trabalho pretendeu-se quantificar o Phl p 5 existente em amostras de
ar exterior colhidas na cidade de Evora, durante a época polinica de 2009, a
determinacdo da sua quantidade no ar atmosférico se reveste de particular
relevancia. Contudo, a colheita e quantificacdo de aeroalergenos apresenta
algumas dificuldades ndo estando actualmente descritos métodos fiaveis e
reprodutiveis para o efeito.

Neste trabalho pretendeu-se desenvolver uma metodologia para a colheita e
quantificacdo de Phl p 5 em ar atmosférico colhido na cidade de Evora e que a

seguir se descreve.

5.1 Estabelecimento de um método ELISA para Phlp 5

A padronizacdo do método utilizado para a quantificacdo do alergeno Phl p 5
em amostras de ar atmosférico exterior constou uma etapa fundamental no
presente trabalho, onde se avaliou a reprodutibilidade dos ensaios ELISA e o

rigor dos resultados obtidos.

Para cada ensaio foi preparada uma curva de calibracédo utilizando solucdes
padrdao de Phl p 5 (conforme descrito nos métodos). A figura 7 mostra um
exemplo de curva de calibracdo tipica utilizada posteriormente para a

determinacao da concentracdo das amostras.
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Figura 8: Curva de calibragdo para Phl p 5 representativa de 14 ensaios realizados

A reprodutibilidade do método foi ainda avaliada utilizando controlos positivos
com concentracdo diferente (controlo 1 e controlo 2) e que se situam no
intervalo de sensibilidade da curva de calibragdo. A figura 8 mostra os

resultados obtidos para o0s controlos em todos 0S ensaios realizados

correspondentes a andlise da estacdo polinica de 2009. Pode observar-se que
com os resultados foram reprodutiveis ao longo do tempo tendo-se registado
valores para os controlos 1 e 2 cuja variabilidade se situou no intervalo médio +
20% (fig.8, ver caixas sobre os pontos), que correspondeu 25,1+49 e 7,7t1,4
ng/mL, para o controlo 1 e 2, respectivamente.
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Figura 9: Variagao da concentragdo dos controlos positivos nos ensaios realizados

Foi também avaliada a variabilidade do ensaio eventualmente introduzida pelos
operadores. O quadro 3 resume os resultados obtidos para os trés operadores

que realizaram os ensaios.

Quadro 3: Variacdo da concentracdo dos controlos positivos nos ensaios realizados.

Operador 1 Operador 2 Operador 3

Controlo A | Controlo B | Controlo A | Controlo B | Controlo A | Controlo B
Média 26,09 7,88 25,08 7,66 25,66 7,69
s.d. 4,81 1,42 4,05 1,24 4,46 0,99
CV.% 18,43 18,01 16,16 16,22 17,38 12,85

Quando comparados entre si, pode observar-se que os diferentes operadores
obtiveram uma variabilidade inferior a 20% nos ensaios realizados. Para além
disso pode ainda observar-se que os valores médios obtidos para os controlos
foram semelhantes independentemente do operador, quer para o controlo A
quer para o controlo B (p<0,05). Por outro lado, os valores médios obtidos
pelos diferentes operadores foram também similares aos valores médios
obtidos, no laboratorio (25,1+4,9 e 7,7£1,4 ng/mL, para o controlo 1 e

2,respectivamente) tendo a variabilidade registada entre operadores sido <5%.
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Foi ainda avaliada a exactidao do ensaio utilizando uma amostra padronizada
de concentracdo conhecida (450 ng/mL). A figura 10 mostra a concentracéo
determinada para a amostra teste em diferentes ensaios realizados. Os valores
obtidos situaram-se, com excepcdo de 3 pontos, no intervalo de variacao
considerado aceitavel, ou seja, inferior a 20%. O valor médio considerando

todos os ensaios foi de 457,2+55,7 e o coeficiente de variagao foi de 12,2%.
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400 = — — _

300
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Figura 10: Varia¢do da concentracdo da amostra teste para os diferentes ensaios

Dado que as amostras de trabalho sdo complexas, podendo conter elementos
interferentes no ensaio, foi utilizada uma amostra teste que foi tratada do
mesmo modo que o padréo, ou seja, foi sucessivamente diluida a partir de uma
solucdo mae e as curvas de diluicho do padrdo e da amostra foram
comparadas. A figura 11 mostra que as curvas de diluicdo foram paralelas, em

particular na zona de sensibilidade, atestando a aplicacdo do método.
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Figura 11: Curva de diluicdo da amostra teste para Phl p5 representativa dos 14 ensaios realizados

Estes resultados em conjunto permitem concluir que o ensaio ELISA
desenvolvido é fiavel, reprodutivel e que apresenta uma exactiddo e uma
precisdo consideradas adequadas para estes métodos, sendo portanto
adequado para a quantificacdo de Phl p 5 natural, extraido de amostras de ar

exterior.

5.2 Alteracao das condic¢oes de extrac¢ao

Constituiu um objectivo deste trabalho o estudo das condicbes de extraccao
das amostras. Para tal procedeu-se a extrac¢cdo das amostras com diferentes
volumes de tampé&o, nomeadamente tampé&o bicarbonato, suplementado de
0,05% de Triton X100 ou 0,1% de BSA, seguindo-se um processo de
liofilizacdo. Paralelamente, as amostras foram também extraidas com tampao
fosfato, igualmente suplementado com 0,05% de Triton ou 0,1% de BSA. Neste
ultimo caso e como os fosfatos ndo interferem com o ELISA, as amostras n&o
foram liofilizadas.

Na figura 12 encontram-se representados os resultados obtidos das amostras
gue foram extraidas com tampao bicarbonato suplementado de BSA ou Triton.

Constatou-se que a extraccdo com tampdao bicarbonato suplementado com
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0,1% de BSA se mostrou mais eficaz (os valores para a quantidade de
alergénio, obtidos em pg/m3 em 24 horas, foram na generalidade muito
superiores) do que os da extraccdo em que este mesmo tampdo foi

suplementado com Triton 0,05%.
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Figura 12: Extrac¢do de amostras com tampao bicarbonato suplementado com BSA ou
com Triton e Extracgao de amostras com tampao fosfato suplementado com BSA ou
Triton

Relativamente a figura 12, encontram-se representadas as amostras que foram
extraidas com tampao fosfato suplementado de BSA ou Triton. Neste gréafico
apenas estdo apresentados valores para a amostra referente ao filtro 8 XL,
muito provavelmente porque, aguando da utilizacdo de tampéao fosfato ndo se
pode seguir o processo de liofilizacdo (processo este que concentra as
amostras cerca de dez vezes). Desta forma, as restantes amostras terdo ficado

demasiado diluidas e nao foi possivel a sua quantificagdo por ELISA.

5.3 Conteudo em alergeno Phl p 5 contido nos filtros

N&o é ainda claro hoje em dia, se 0s aeroalergenos se encontram apenas
associados aos graos de polen. De facto, ha divergéncias na literatura, onde se

sugere que estes podem encontrar-se associados a particulas submicrénicas e
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ainda que ocorrem desvios do conteudo em alergenos do a e as contagens
polinicas.

Assim, dado que se utilizou um equipamento que permite fraccionar o0s
bioaerossois de acordo com as suas dimensdes, procurou-se avaliar o

conteudo em aeroalergeno nessas fracgoes.

A figura 13 mostra os resultados obtidos, onde se evidencia a quantidade de
aeroalergeno retido nos filtros XL e M que retém respectivamente particulas

com dimensdes superiores a 10um e entre 2,5 e 10um.
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Figura 13: a )Quantificacao do alergeno Phl p 5 contido nos filtros XL e M. O contetido em alergeno retido nos
filtros XL e M baseia-se na dimensdo das particulas presentes no ar b) Relacdo entre a percentagem de alergeno
retido no filtro XL e no filtro M

Como é possivel constatar pela figura 13.b), no filtro XL fica retido cerca de
90% do alergeno, enquanto que no filtro M apenas ficou retido menos que 10%
do alergeno. Apesar das diferencas na quantidade em aeroalergeno contido
nas duas fraccbes, os perfis de distribuicdo sdo semelhantes, tendo-se
observado que estes sdo proporcionais ao longo da estacdo. Dado que as
particulas presentes no ar sdo depositadas em cada um dos filtros com base
na sua dimenséo, os resultados sugerem que a maior parte do alergeno tera
dimensao superior a 10 um, e estara por isso associado maioritariamente ao

grao de polen.
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5.4. Estudo de correlacao entre o conteiido em aeroalergeno e pdlen

Na seccdo anterior observou-se que o perfil da curva em aeroalergeno
apresentou varios picos em 2009.

O grafico 1 mostrou que o perfil da curva de Phl p 5 apresentou trés picos
principais compreendidos entre 30 de Abril e 04 de Junho tendo-se observado
valores maximos nos dias 22 e 23 de Maio.

Nesta figura pode ainda constatar-se que a curva de aeroalergeno
acompanhou a curva polinica, seguindo uma correlacdo positiva entre os dois
parametros (figura 13).
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Figura 14: Expressao polinica deo pélen Phleum pratense vs quantidade de alergeno Phl p 5 presente nos filtros
XL e M. Os valores apresentados representam o n2 de graos de pélen obtidos durante a época polinica através do
método Hirst, e quantidade de alergeno que foi determinada nos filtros XL e M utilizando o método ELISA

De facto, ao delinear uma correlacdo entre as contagens polinicas e 0s
conteudo em aeroalergeno, observou-se uma correlacdo positiva entre estes

parametros com coeficiente de correlagéo de 0,6759 (figura 15).
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Figura 15: Correlagdo: Contagem polinica vs [Phl p5] pg/m3 Filtro XL + Filtro M. O nimero de grios de pélen
obtidos pela contagem através do método Hirst relaciona-se com a quantidade de alergeno obtido por ELISA

Tendo em conta esta correlacdo, pode-se inferir que a quantidade de Phl p 5
por gréo de pélen foi de 2,56 pg no ano 2009. Este valor € muito semelhante ao
obtido calculando a razdo entre o valor total de alergeno e o total de pdlen

durante a estacao polinica (2,30 pg/gréao de poélen).

Em suma, estes resultados, em conjunto, permitiram inferir que o aeroalergeno
Phl p 5 se encontra maioritariamente nos grdos de pélen, sendo que apenas
10% se associam a particulas submicromicas.

Contudo, e a semelhanca do que ja foi observado no caso da Bet vl1, existem

pontos onde se observou um desvio entre o conteddo em pdlen e em

aeroalergenos (figura 15).
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6. Conclusoes

Neste trabalho procurou-se estabelecer uma metodologia fiavel para a

extraccdo e quantificacdo de Phl p 5 captado do ar exterior. Adicionalmente

procurou-se também estudar a correlacdo entre os contetudos de Phl p 5 e de

polen de gramineas no ar exterior na cidade de Evora.

Os resultados obtidos permitem concluir que:

O método ELISA revelou ser bastante sensivel, permitindo quantificar o
aeroalergeno Phl p 5;

O ensaio é reprodutivel sendo a variacao inter-ensaio inferior a 20%,
para quantificacdo do aeroalergeno Phl p 5 em amostras de ar
atmosférico exterior colhidas em Evora no ano 2009;

A solucdo tampéo mais adequada para extrair os aeroalergenos dos
filtros e permitir a sua quantificacdo foi o tampéao bicarbonato contendo
BSA;

Observou-se uma distribuicdo proporcional do aeroalergeno nos filtros
XL e M, embora cerca de 90% do aeroalergeno se tenha encontrado no
filtro XL, que retém particulas >10um;

Os perfis das curvas polinicas de gramineas e de Phl p 5 foram
semelhantes, embora se registassem algumas discrepancias;
Observou-se uma correlacdo positiva entre as contagens polinicas e a
contetdo em Phl p 5 diarios;

O valor de Phl p 5/gréo de poélen foi cerca de 2,56pg em 2009;

Em suma, no seu conjunto os resultados mostram que foi possivel estabelecer

um método fiavel para a quantificacdo de Phl p 5. Sugerem ainda que este

aeroalergeno se encontra maioritariamente associado ao grédo de podlen.

Apenas uma parte pode, ser encontrado em particulas submicronicas.

Pontualmente, as contagens polinicas ndo foram representativas do conteudo

em Phlp 5 do ar.
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Assim, a determinacdo dos aeroalergenos podem vir a complementar a
informacao polinica, permitindo uma melhor previsdo do risco de exposi¢éo a

aeroalergenos.
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