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Avaliacdo da qualidade bioguimica do ar: contetdo proteico e lipidico do ar e

seus potenciais impactos na salde respiratéria

Resumo

A composicao da atmosfera, em matéria particulada (PM) e gases, varia ao longo das
diferentes estacfes do ano logo os efeitos nefastos na saide humana expectaveis, devido
a sua inalacdo, serdo diferentes. Posto isto, este estudo teve como objetivo estudar a
qualidade bioquimica do ar atmosférico ao longo de 12 meses e avaliar 0s seus potenciais

riscos para a saude respiratoria.

O conteudo em pdlen, esporos fungicos e black carbon (BC) varia sazonalmente, sendo
a sua concentracdo mais elevada na primavera, no verao e no inverno, respetivamente. A
maior concentracdo de proteina e de lipidos na PM registou-se na primavera, sugerindo
que o pdlen é principal fonte. Durante o inverno também se registou uma concentracdo

elevada de proteina, associada a elevada concentracéo de BC.

Em conclusdo, estes resultados sugerem elevado risco de doencas inflamatdrias do

sistema respiratério com etiologia diferente no inverno e na primavera.

Palavras-chave

Bioaerossois; qualidade do ar; satde respiratoria; black carbon.



Evaluation of biochemical air quality: protein and lipid content of air and its

potential impacts on respiratory health

Abstract

The composition of the atmosphere, in particulate matter (PM) and gases, varies
throughout the different seasons of the year, so the expected harmful effects on health,
due to their inhalation, is expected to be different. Therefore, this study aimed to study
the biochemical quality of atmospheric air over 12 months and assess the potential risks

to human respiratory health.

The content of pollen, fungal spores and black carbon (BC) varies seasonally, with the
highest concentration in spring, summer and winter, respectively. The highest
concentration of protein and lipids in PM was recorded in spring, suggesting that pollen
is the main source. During the winter, a high concentration of protein in PM was also

observed, associated with a high concentration of BC.

In conclusion, these results suggest high risk for respiratory inflammatory diseases with

different aetiologies in the spring and winter seasons.

Keywords

Bioaerosols; air quality; respiratory health; black carbon.
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Lista de abreviaturas

PM — matéria particulada (do inglés “particulate matter”)
BC — carbono negro (do inglés “black carbon”)

DPOC - doenca pulmonar obstrutiva cronica

PNEC - sistema de células pulmonares neuroenddcrinas
AECs - células epiteliais das vias respiratorias

TJs - tight junctions

AJs - juncOes aderentes

DAMPs - padrdes moleculares associados a perigo (do inglés “damage associated

molecular patterns”)
IgE - imunoglobina E
ROS - espécies reativas de oxigénio (do inglés “reactive oxygen species”)

PAH - hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (do inglés “polycyclic aromatic

hydrocarbon )

A

AhR - recetor aril hidrocarboneto (do inglés “aryl hydrocarbon receptor ")

A

EGFR - recetor do fator de crescimento epidérmico (do inglés “epidermal growth factor

receptor )

IL-33 - interleucina - 33

IFN-y - interferdo - gama

TNF-a - fator de necrose tumoral — alfa (do inglés “tumor necrosis factor alpha ™)
IL-4 - interleucina - 4

IL-13 - interleucina - 13

IL-17A - interleucina - 17A

IL-22 - interleucina — 22

PAMPs — padrdes moleculares associados a patogénios (do inglés “Pathogen-associated

molecular pattern”)



TLRs - recetores toll like (do inglés “toll-/ike receptors )

PARs - recetores ativados por protéases (do inglés “protéase-activated receptors”)
rpm - rotagdes por minuto

TLC — cromatografia em camada fina (do inglés “thin-layer chromatography’)

R - Coeficiente de correlagéo de Pearson



1. Nota Introdutdria

A atmosfera € constituida por gases e particulas em suspensao (aerossois), entre as quais
se inclui a matéria particulada (PM) de origem bioldgica, como polen, fungos, virus,
bactérias, entre outros (European Environment Agency, 2013; Sénéchal et al., 2015).
Além disto, a sua composicdo é variavel ao longo das diferentes estacdes e, por isso, 0s
efeitos nefastos para a saude humana ao longo do ano véo ser diferentes consoante a
composicao da atmosfera (European Environment Agency, 2013).

A PM que existe na atmosfera é considerada como um dos poluentes mais nocivos para
a saude humana (World Health Organization (WHO), 2021). A exposi¢do a PM, por
inalacdo, dependendo da sua composi¢do pode causar diversas respostas inflamatorios
e/ou infeciosas (WHO, 2021). Contudo, apesar da sua importancia, existe ainda pouco
conhecimento sobre a variacdo sazonal da composicdo das PM no ar e,
consequentemente, os efeitos reais sobre a salude humana ndo estdo totalmente
esclarecidos. Assim, a hipdtese deste estudo consiste em que a composi¢ao quimica e
bioquimica da PM varia ao longo do ano tendo assim diferentes impactos na saude

humana.

Posto isto, o principal objetivo deste estudo foi estudar a qualidade bioquimica do ar e 0s
seus possiveis riscos na saude respiratoria. Para isso, foi determinado o conteldo em
proteinas, lipidos e black carbon ao longo do ano, e foi averiguado qual seria a sua relacéo

com a matéria particulada de origem bioldgica mais comum — p6len e fungos.

2.Revisdo Bibliografica

2.1 Constituicdo da atmosfera

A atmosfera, massa gasosa que envolve o planeta Terra, € composta por gases, alguns
deles poluentes e matéria particulada emitida por varias fontes, de origem natural
(poeiras, sais marinhos, vulcdes, etc.) ou devido a atividades antropogénicas (trafego
automovel, industria, etc.). Além destes, a atmosfera € um meio de transporte para uma
grande variedade de outras particulas como fungos, virus, bactérias, pdlen, partes de
plantas, entre outras (European Environment Agency, 2013; Sénéchal et al., 2015).
Segundo Sénéchal et al. (2015) o material celular de fungos e p6len pode contribuir para

cerca de 4-11% da matéria particulada da fracdo PM. s (Sénéchal et al., 2015).



A atmosfera divide-se em varias camadas, sendo a troposfera a camada mais baixa que
estd em contacto com a superficie e, por isso, é a camada onde todos habitamos (European
Environment Agency, 2013). Esta camada é composta por gases e matéria particulada,

que serdo discutidos mais pormenorizadamente nos proximos pontos.

Como toda a atmosfera, a troposfera é dindmica uma vez que de acordo com a altitude, o
ar vai ter uma densidade e uma composi¢do, em gases e em matéria particulada, diferentes
(European Environment Agency, 2013). Além desta dindmica de acordo com a altitude,
a composicao do ar em termos de alguns gases e das particulas também varia de acordo
com a época do ano, em resultado dos processos atmosféricos, da sazonalidade de alguns
tipos de emissdes onde se inclui o comportamento sazonal da PM (European Environment
Agency, 2013). Por exemplo, no verdo existe uma maior percentagem de 0zono no ar
devido as reacdes de foto-dissociacdo do NO- por acdo da maior disponibilidade da
radiacdo solar (European Environment Agency, 2013). Outro exemplo é que na primavera
existem quantidades elevadas de pélen na atmosfera resultantes da polinizacdo das
plantas ao passo que no inverno se registam valores minimos de pélen no ar (Pélen Alert,
2021).

2.1.1 Gases Atmosféricos

Existem 2 gases maioritarios, azoto (78%) e oxigénio (21%) e existem outros gases em
menor percentagem, denominados gases residuais, como, por exemplo, argon, hélio,
hidrogénio ou vapor de agua, cuja percentagem na atmosfera se mantém fixa (European
Environment Agency, 2013). Existem, ainda, outros gases na atmosfera que sdo
considerados poluentes e que apresentam efeitos nefastos para a saide humana como o
0zono, 0s Oxidos de azoto e os Oxidos de enxofre e cujas concentracdes podem variar
devido a atividades antropogénicas, a variabilidade sazonal e as condicdes

meteorologicas, por exemplo (European Environment Agency, 2013).

O ozono junto a superficie, por exemplo, € produzido ao nivel do solo através de reagdes
fotoquimicas que envolvem radia¢Bes ultravioletas e misturas de didxido de azoto e
hidrocarbonetos (D’ Amato, 2011). Cerca de 40 a 60% do ozono inalado é absorvido nas
vias respiratorias superiores, sendo que o restante atinge as vias respiratorias inferiores
onde induz danos epiteliais e, consequentemente, induz respostas inflamatorias

(D’Amato, 2011; D’Amato et al., 2013). Segundo alguns estudos epidemiologicos, o



0zono esta, também, relacionado com o risco de exacerbacfes de asma em individuos
asmaticos uma vez que em dias com niveis de ozono mais elevados existiu um aumento
de admissdes hospitalares (D’ Amato, 2011). Outros estudos sugerem que este poluente
aumenta a morbilidade da asma porque aumenta a inflamacao das vias respiratérias e a
permeabilidade do epitélio pulmonar (D’Amato et al., 2013). De referir que o ozono
existente na estratosfera tem, ao contrario do ozono troposférico, um papel importante e
benéfico para o planeta e a sallde humana, filtrando a radiacdo ultravioleta mais nociva,

impedindo-a de atingir a superficie da Terra.

Os gases existentes na atmosfera apresentam efeitos oxidativos na matéria particulada,
nomeadamente nos grdos de pdlen existentes no ar atmosférico. Segundo Galveias et. al
(2021), as defesas oxidativas do polen séo ativadas pelos poluentes gasosos mais comuns,

nomeadamente o didxido de azoto e 0 ozono (Galveias et al., 2021).

2.1.2 Matéria Particulada

A matéria particulada (PM) € constituida por uma mistura de particulas organicas e
inorganicas, sélidas e liquidas de diferentes origens, tamanhos e composi¢do (D’Amato
et al., 2013). Segundo D’Amato (2011), a PM é o componente da polui¢do atmosférica
em centros urbanos mais associada a efeitos nefastos para a saude humana, uma vez que,
em varias areas, a PM esté associada ao aumento da mortalidade por doencas respiratérias
e cardiovasculares, ao aumento da asma alérgica e a infecdo do trato respiratorio
(D’Amato, 2011).

Estas particulas podem ser classificadas de acordo com a sua formacéo, de acordo com a
sua origem e de acordo com a sua dimensao (D’Amato et al., 2013; Tobias, 2013).

De acordo com a formacéo, existem particulas primérias e particulas secundarias (Tobias,
2013). As particulas primarias sdo emitidas diretamente na atmosfera, na fase sélida ou
na fase liquida, a partir de varias fontes como a combustdo de biomassa, de erupcdes
vulcanicas, de materiais bioldgicos, entre outros (Tobias, 2013). As particulas secundarias
ocorrem devido & formacao de novas particulas por varios processos como a nucleagéo e

a condensacdo de percursores gasosos (Tobias, 2013).

Estes aerossdis podem ter uma origem natural bidtica (bioaerossoéis), abitica,

proveniente de, por exemplo, poeiras, sais marinhos ou cinzas vulcanicas ou



antropogeénica, resultantes de atividades humanas como a utilizacdo de combustiveis
fdsseis ou as préticas agricolas e industriais (European Environment Agency, 2013). Até
a Segunda Guerra Mundial as principais fontes de PM eram as fontes naturais, contudo
devido a forte industrializacdo e ao aumento dos niveis de poluicdo causados pelo
Homem, as principais fontes passaram a ser as fontes antropogénicas (Tobias, 2013).
Dentro das fontes antropogénicas, o trafego automdvel, rodoviario, ferroviario e
aeronautico € a principal fonte de emissdo de PM, de origem primaria e secundaria
(Tobias, 2013).

A PM sdo particulas aéreas muito pequenas, entre 0,001 e 2100um, incluindo
microrganismos e derivados de plantas, animais e fungos (Kim et al., 2018). Devido ao
facto de serem muito pequenos e leves, podem ser transportadas de um ambiente para
outro e por isso sdo responsaveis por aproximadamente 5-34% da poluicdo de ar por
particulas (Kim et al., 2018). Estes podem ser classificados de acordo com o seu tamanho
em PMo,um (particulas ultrafinas) — particulas com diametro aerodindmico inferior ou
igual a 0,1 um, PMz,0um (particulas finas) - particulas com didmetro aerodindmico inferior
ou igual a 1,0 pum, PMasum — particulas com didmetro aerodindmico entre 0,1 pm e 2,5
pUm e PMaioum — particulas com didmetro aerodinamico entre 2,5 pm e 10 pm (D’ Amato
etal., 2013).

Estas particulas podem ser compostos organicos, como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, benzeno, entre outros, ou inorganicos, como carbono, cloretos, sulfatos,
metais, entre outros e produzem diferentes efeitos nefastos dependendo das suas

propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas (Manisalidis et al., 2020).

2.1.3 Black Carbon

Os processos de combustdo emitem particulas carbonadas para a atmosfera que sdo
capazes de absorver a radiacao solar. O componente que absorve mais fortemente a luz é
designado Black Carbon (BC) e o componente menos absorvente é designado carbono

organico (Malico et al., 2017).

Segundo Wang et al. (2019) o BC é formado através da combustdo incompleta dos
combustiveis a base de carbono, ou seja, estes aerossdis sdo considerados particulas

priméarias (Malico et al., 2017; Wang et al., 2019). A maioria das particulas de BC



existentes na atmosfera apresentam dimensfes submicronicas sendo designadas de

particulas ultrafinas (Malico et al., 2017).

Este poluente é considerado um dos poluentes mais severos e unicos (Ambade et al.,
2021). Apresenta efeitos significantes na qualidade do ar e na salde humana e no clima
global, uma vez que, como referido anteriormente, o0 BC consegue absorver a radiagéo

solar e, assim, aumentar a temperatura da atmosfera (Wang et al., 2019).

O BC ¢, geralmente, emitido por atividades antropogénicas como queima de biomassa,
biocombustiveis e dos combustiveis fosseis. Tambeém pode ser emitido por fontes naturais
como erupcdes vulcanicas, fogos florestais, entre outros, contudo estas emissdes sdo

minoritarias quando comparadas com de origem antropogénica (Ambade et al., 2021).

Normalmente, o BC apresenta um ciclo diario de concentracGes que apresenta picos
matinais e noturnais que podem ser resultantes do trafego existente nas horas de ponta e
também do aquecimento doméstico, nas estacGes mais frias, com potencial impacto na
salde humana (Malico et al., 2017; Ziota et al., 2021).

2.1.4 Bioaerossois
Os bioaerossois sdo particulas aéreas , que sdo originadas de material bioldgico. Estes
bioaerossdis podem ser, por exemplo, pélen, esporos de fungos, bactérias, entre outros
(Kim et al., 2018).

O pélen constitui a estrutura bioldgica através da qual algumas plantas fazem a disperséo
dos gametas masculinos, durante a polinizacdo. Na polinizacdo anemofila, os grdos de
polen sdo libertados para a atmosfera e transportados pelo vento de uma flor para a outra.
Devido ao facto da polinizagdo anemdfila ndo ser muito dirigida sdo produzidos e
libertados para a atmosfera muitos gdos de pdélen. Estes grdos de pdlen apresentam
dimensBes microscépicas, sdo esferoidais e apresentam a exina mais fina e com uma
ornamentacao mais suave que os graos de pélen entomofilos — gréos de polen polinizados
por insetos. Devido a estas caracteristicas estes grdos de pdlen podem ser transportados
pelo vento durante longas distancias e como estdo em grande concentragdo na atmosfera
alguns destes grdos podem chegar ao sistema respiratorio durante a respiracdo (Jorge,
2015, 2022).
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Figura 1: Diferentes dimensdes dos bioaerossois: (A) — proteinas; (B) — virus; (C) — Bactérias;
(D) — Esporos fungicos e (E) — gréos de polen.
Retirado de Frohlich-Nowoisky et al., 2016

Os grdos de polen apresentam na sua composicao moléculas capazes de desencadear uma
resposta imunoldgica em determinados individuos, nomeadamente no homem designados
alergénios. Os alergénios sdo glicoproteinas ou lipoproteinas que reagem com
componentes do sistema imunitario provocando uma reacdao alérgica em individuos
sensibilizados. Normalmente, a gravidade destas reacGes alérgicas esta relacionada com
caracteristicas intrinsecas destas moléculas, e com a concentracdo de graos de pdlen no
ar por m3. Algumas das espécies mais relevantes alergologicamente na Peninsula Ibérica
sdo as da familia Poaceae, com 13 grupos diferentes de alergénios conhecidos; Olea
europeae, com 15 alergénios descritos; Platanus spp com 5 alergénios principais
descritos; Cupressaceae com 4 alergénios descritos; Quercus spp com 4 alergénios
descritos (Jorge, 2022).

Cerca de 1 a 4% da constituicdo dos gréos de pdlen séo lipidos, comecando na parede
externa, a exina, que é constituida por uma substancia lipidica contendo acidos gordos.
Nos grdos de pdlen maduros, os lipidos mais proeminentes nas membranas sao 0s
glicerofosfolipidos. Cerca de 40% dos fosfolipidos da membrana ocorrem em conjuntos
que aparecem como proeminéncias na superficie da membrana — as ornamentacées. O
pollen coat é a camada mais externa da parede do polen e é constituido maioritariamente

por lipidos, nomeadamente ésteres e &cidos gordos saturados e insaturados. Na



constituicdo interna do grao de polen também existem lipidos, como as goticulas lipidicas
compostas por triglicéridos, ou os glicerofosfolipidos existentes no reticulo
endoplasmatico (Dahl, 2018).

Os esporos fungicos sdo particulas biologicas que permitem a reproducdo dos fungos.
Estes esporos podem ser encontrados na atmosfera, em concentracdes varias vezes
superiores as concentracdes de outras particulas, como os gréos de pélen (Oliveira et al.,
2010). Contrariamente aos grdos de polen, os esporos fungicos estdo presentes na
atmosfera durante todo o ano e, por isso, tém sido associados ao desenvolvimento de
certas manifestacOes alérgicas fora da época mais propicia a alergia polinica (Ferro et al.,
2019).

Tal como os graos de polen, os esporos também apresentam dimensdes microscopicas,
entre 2 e 50 micrémetros, e, por isso, podem sdo transportados pelo vento podendo chegar
as vias respiratdrias dos humanos. Devido a isso, alguns esporos fungicos como os de
Alternaria, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, entre outros, estdo associados a
sensibilizacdo alérgica e a certos sintomas respiratérios (Oliveira et al., 2010). Os esporos
fangicos apresentam na sua composicao cerca de 1 a 35% de lipidos (WASSEF, 1977).
A membrana celular contém fosfolipidos e esterdis, sendo que o ergosterol é o esterol

mais abundante (Rodrigues, 2018).

2.2 Efeitos da matéria particulada na saide humana

Segundo a World Health Organization (2021), a PM é considerada um dos seis poluentes
mais nocivos para a saide humana e segundo D’Amato et al. (2013) esta ¢ um dos
principais componentes da poluicdo atmosférica urbana. Os aerossois apresentam uma
maior toxicidade quando comparados com 0s poluentes gasosos, ja que 0S compostos
gasosos sdo mais facilmente eliminados pelo sistema respiratorio (Manisalidis et al.,
2020). A profundidade de penetracdo destas particulas no organismo humano,
nomeadamente nas vias respiratorias, esta diretamente relacionada com o tamanho das
particulas e com a eficiéncia dos mecanismos de defesa das vias respiratérias (D’Amato
et al., 2013; World Health Organization (WHO), 2021).

A PM10 consegue atingir o compartimento pulmonar, enquanto a PM2,5 consegue chegar
mais longe no organismo humano, atingindo o compartimento alveolar. A PMO0,1 pode
inclusivamente atingir a circulacdo sanguinea (D’Amato et al., 2013). Quando



comparamos as diferentes classes de aerossois, tendo em conta a sua penetracdo no
organismo, as fracdes mais pequenas (PMzs, PM1o e PMo1) tém associado um mais
elevado fator de risco para o desenvolvimento de doencas respiratorias e cardiovasculares
(D’Amato et al., 2013).

Segundo a WHO, aproximadamente 1,6 milhdes de individuos/ ano perdem as suas vidas
devido a fumos resultantes da queima de biomassa, como o resultante da confecdo de
alimentos, onde o0 BC esta inserido (Ambade et al., 2021). As particulas de BC apresentam
um tamanho muito reduzido e por isso conseguem, facilmente, infiltrar-se no sistema
respiratério e, até, atingir a corrente sanguinea causando impactos graves na saude
humana. A interacdo destas particulas com os tecidos humanos pode levar a varios
problemas de saude como problemas respiratérios, cardiovasculares, entre outros (Ziota
etal., 2021).

Segundo Monisalidis et al. (2020) a poluicdo do ar por atividades antropogénicas € um
dos maiores problemas de satde publica no mundo com cerca de 9 milhdes de mortes por
ano. Por isso, as popula¢cdes mais suscetiveis como idosos, criangas, pessoas com certas
patologias como diabetes, patologias respiratorias e pulmonares necessitam de estar

conscientes de certas medidas de protecdo (Manisalidis et al., 2020).

Este material particulado, em elevadas concentracGes, apresenta efeitos na satde humana
a curto e a longo prazo, que devido a certas questdes, como as diferentes metodologias
aplicadas, ainda ndo foram completamente clarificados (Manisalidis et al., 2020). Os
efeitos a curto prazo sdo efeitos temporarios e incluem irritacdo nos olhos, nariz, pele,
garganta, tosse, aperto no peito, dificuldade em respirar até efeitos mais graves como
asma, pneumonia, bronquite e problemas pulmonares e respiratorios (Manisalidis et al.,
2020). Outros efeitos que também podem ocorrer sdo dores de cabeca, nauseas e tonturas
(Manisalidis et al., 2020).

Segundo Aghapour et al. (2022) , os poluentes atmosféricos sdo um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento de asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
uma vez que estes induzem a perturbacdo da barreira epitelial das vias respiratorias.
Sendo que a PM2,5 € um dos poluentes atmosféricos que afetam a integridade epitelial
mais estudados (Aghapour et al., 2022).

Os efeitos a longo prazo podem ser agravados devido a uma exposicdo prolongada aos

poluentes, que vai ser prejudicial aos sistemas neurologicos, reprodutivos e respiratorios,
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pode causar cancro e, mais raramente, a morte (Manisalidis et al., 2020). A longo prazo
estes efeitos sdo cronicos, com uma duracdo de anos ou mesmo a vida toda; sdo mais
frequentes em individuos com alguma patologia predisponente, como asma. Estes efeitos
podem ser asma cronica, insuficiéncia pulmonar, doencas cardiovasculares e, ate,
mortalidade cardiovascular (Manisalidis et al., 2020). Por exemplo, na China, a
mortalidade relativa ao cancro do pulméo é associada as particulas finas, o que € um bom
exemplo de que nos paises desenvolvidos, este problema acaba por se tornar mais sério

devido a sobrepopulacgéo e a urbanizacao ndo controlada (Manisalidis et al., 2020).

No ano de 2015, existiam, mundialmente, mais de meio bilido de casos de asma e DPOC,
sendo que a asma era responsavel por mais de dois tercos desses casos. Contudo a taxa
de mortalidade da DPOC é cerca do dobro da taxa de mortalidade da asma (Aghapour et
al., 2022).

Os efeitos causados por estes compostos estdo interligados com o tipo de poluente, a sua
origem e dose. Além disto, estes efeitos também dependem do pais, da area, da estacdo

do ano e do tempo de exposic¢do (Manisalidis et al., 2020).

As criancas e os fetos sdo a faixa etaria mais vulneravel a estes poluentes, especialmente
durante o seu desenvolvimento. Deficiéncias no crescimento fetal, baixo peso ao
nascimento e autismo sdo alguns dos efeitos relatados em bibliografia (Manisalidis et al.,
2020).

Além dos efeitos nefastos no sistema respiratorio, as PM apresentam, também, efeitos
cardiovasculares, neuroldgicos, psicolégicos, entre outros. A nivel cardiovascular pensa-
se que o principal efeito seja arteriosclerose coronaria e a curto prazo estes efeitos estejam
relacionados com hipertensdo, derrames, enfartes do miocardio e insuficiéncia cardiaca
(Manisalidis et al., 2020).

Em alguns estudos foram observados efeitos neuroldgicos em adultos e em criancas
depois de uma exposicdo a longo prazo aos poluentes aéreos. Acredita-se que certas
complicagdes psicoldgicas, retinopatias e outros podem estar relacionadas com efeitos a
longo prazo da poluigéo atmosférica. Um exemplo, sdo as doengas neurodegenerativas,
como Parkinson e Alzheimer, em que apesar do agente etiologico ainda ndo ser
conhecido, acredita-se que uma exposicdo prolongada a poluicdo atmosférica,
nomeadamente exposicdo a pesticidas e a metais, pode ser um fator (Manisalidis et al.,
2020).



Outro Orgdo que parece ser altamente afetado por estes poluentes é o olho, através de
poluentes que existem em suspensdo no ar atmosférico. Alguns dos efeitos sdo irritacéo,

retinopatia ou sindrome dos olhos secos (Manisalidis et al., 2020).

Devido a todos estes efeitos nefastos na sade humana, aos efeitos biogeoquimicos e aos
efeitos na saude ambiental e devido ao facto de os aerossois serem responsaveis pela
qualidade do ar que respiramos, estes devem ser monitorizados (Kim et al., 2018). Apesar
de ser conhecido que 0s aerossdis sdo importantes e tém impacto na saide humana, é
dificil descrever qual é o seu papel nos sintomas de certas doencas (Kim et al., 2018). As
doencas respiratorias sdo um dos principais efeitos dos aerossdis para a satde, pois estas
podem resultar da inflamacdo das vias respiratorias quando estas sdo expostas a

alergénios especificos, toxinas ou agentes pré-inflamatorios (Kim et al., 2018).

Devido aos efeitos nefastos que o0s aerossdis apresentam para a salde humana existe uma
necessidade de monitorizar os seus valores e, isso, levou ao estabelecimento de padrbes
de qualidade do ar para alguns dos seus constituintes em normas e diretivas para a
qualidade do ar (Belo & Tofoli, 2011). Estes constituintes sdo determinados de acordo com
os efeitos nocivos causados a saude publica e, também, ao meio ambiente (Belo & Tofoli,
2011). Em Portugal, a legislagdo em vigor é a Directiva 2008/50/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho de 21 de maio de 2008 relativa a qualidade do ar ambiente e a um
ar mais limpo na Europa (DIRECTIVA 2008/50/CE, 2008). Segundo esta diretiva, 0s
valores limite anuais para PMio e para PM,s sdo, respetivamente, 40 e 25 pg/m?®
(DIRECTIVA 2008/50/CE, 2008).

Contudo, mesmo a exposi¢do a esses valores pode causar efeitos nefastos na saude
humana, e tendo em conta também que os efeitos nefastos variam de acordo com as
caracteristicas da populacdo, acaba por se tornar muito dificil sugerir valores — padrao
que garantam que ndo ha qualquer efeito nefasto da exposicéo a esses poluentes (Belo &
Tofoli, 2011).

Manisalidis et al. (2020) defende que deve ser formada uma politica global com vista a
combater a poluicdo atmosférica antropogenica uma vez que a cooperacdo internacional
em diversas matérias como a investigagdo sdo essenciais num controlo eficaz da poluicao.
Esta funcionaria como um complemento ao tratamento dos efeitos adversos para a satde

associados a poluicdo atmosférica (Manisalidis et al., 2020).
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2.3 Monitorizacdo da matéria particulada

2.3.1 Monitorizacdo de polen e esporos fangicos
Devido aos impactos na saude existem por todo 0 mundo estacdes de monitorizacao

baseada em diferentes metodologias. De facto, existem mais de 1000 estagdes de
monitorizacdo de bioaerossois distribuidas por cerca de 53 paises ao redor do mundo
(Buters et al., 2018). A monitorizacdo pode ser baseada em métodos gravimétricos
(deposicéo passiva de particulas) ou volumétricos, que se baseiam na aspiracdo de um

volume de ar conhecido.

Cada método recorre a amostradores distintos. Os métodos gravimétricos podem ser, por

exemplo, placas de petri, método de Durham e método de Tauber (Jorge, 2022).

Os métodos de amostragem volumétricos sdo baseados em 2 principios fisicos: impacto
e filtracdo. Os coletores por impacto podem ser subdivididos em categorias: impacto por

succdo; impacto em cascata e inercial ou ciclénico.

O captador do tipo Hirst € o mais utilizado pelas redes de monitorizacdo na colheita de
polen e esporos fungicos da metodologia padrdo para a monitorizacdo polinica,
recomendada pela IAA - Internation Association of Aerobiology e ESA - European

Aeroallergen Society (Hirst, 1991).

Este captador é composto por 3 partes: uma unidade de impacto que contém um orificio
de entrada de ar e um cilindro metalico conectado a um relégio com um mecanismo
giratorio que possibilita um movimento de 2mm/h, o que permite dados diérios e horario;
um cata-vento que se encontra no exterior com vista a manter o orificio da entrada de ar
na direcdo dos ventos dominantes, para tornar a captacdo de particulas mais eficaz; e uma
bomba de ar que permite a suc¢do de um volume de ar conhecido (10L/min) que pode ser

ajustado por um sistema que se encontra na estrutura metélica (Figura 2) (Hirst, 1991).

O captador Hirst tem uma autonomia de 7 dias, sendo que a fita é retirada ao fim dos 7
dias e é tratada em laboratorio, sendo preparadas laminas definitas para posterior
contagens e identificacdo polinica e de esporos fungicos (Hirst, 1991).

O Captador ChemVol 2400 — High Volume Cascade Impactor, utilizado para as colheitas
realizadas para este estudo, € um exemplo de coletor de impacto em cascata (Demokritou
et al., 2002). Este modelo de amostragem consiste na recolha de PM no ar para um meio

coletor através de um fluxo de ar de volume conhecido, 800L/min. (Tobias, 2013). O

11



captador ChemVol 2400 é um dispositivo composto por 4 partes: um tripé, um coletor
estratificado, uma bomba de sucgéo de ar de alto volume e uma plataforma que protege
contra as condicOes atmosféricas adversas (Figura 2). O ar é sugado pela parte superior e
as particulas presentes na atmosfera sdo depositadas em dois ou mais filtros, de acordo
com as suas dimensoes. Este coletor € utilizado maioritariamente para a monitorizacéo de
alergénios (J. Buters et al., 2012, 2015; Demokritou et al., 2002).

Figura 2: Métodos de amostragem volumétricos: a) - Captédor do tipo Hirst (retirado de
Jorge, 2022) e b) captador ChemVol 2400 - High VVolume Cascade Impactor (fotografia
retirada no Observatorio localizado no Colégio Antonio Luis Verney)

Além destes métodos de amostragem aerobioldgica existem, ainda, os métodos
automaticos. Estes sdo baseados em 2 principios de identificacdo: o reconhecimento por
imagem utilizando caracteristicas morfologicas do bioaerossol; e métodos

espetroscépicos (Jorge, 2022).

2.3.2 Monitorizacdo de black Carbon
Para a monitorizacdo de black carbon existem os monitores de BC, como o MAAP

(Multi-angle Absorption Photomether) Modelo 5012, utilizado para recolher dados
utilizados neste estudo (Thermo Scientific Inc., 2017). Este € utilizado para monitorizar
a concentracdo de BC no ar, através da utilizacdo de um método 6tico, utilizando as
propriedades de absorcdo dos aerossoéis de carbono negro (BC) (Ziota et al., 2021). Este

método utiliza um fotdmetro de absorg¢do com varios angulos que mede a quantidade de
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radiacdo transmitida e dispersa por um filtro de fibra de vidro carregado de particulas

(Petzold & Schonlinner, 2004).

O MAAP é composto por uma bomba de vacuo que aspira o ar através de uma chaminé
até um filtro de fibra de vidro onde as particulas se depositam (Figura 4) (Thermo Fisher
Scientific Inc., 2017). Na camara de detecdo, existe uma fonte de luz com um
comprimento de onda especifico (637 nm) para interferir com as particulas de BC, ou
seja, so as particulas de BC é que sdo medidas (Figura 3) (Thermo Fisher Scientific Inc.,
2017). Esta luz transmitida para a parte da frente e refletida na parte de tras do filtro é
medida pelos foto-detetores existentes (Thermo Fisher Scientific Inc., 2017). O filtro de
fibra de vidro avanca automaticamente tendo em conta um valor limite de particulas
depositadas, estipulado no equipamento, ou seja, se existir uma maior massa de particulas

de BC no ar o filtro avanga mais rapidamente (Thermo Fisher Scientific Inc., 2017).

[—— Light Source (670 nm)

Back Hemisphere
(reflection)
Photodetectors

Incoming Aerosol
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Sample Air
Exhaust

(_

Figura 3: Camara de detecdo existente no MAAP Model 5012.
Retirado de Thermo Fisher Scientific Inc., 2017.

| Forward Hemisphere
(transmission)
Photodetector
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Figura 4:MAAP (Multi-angle Absorption Photomether) Mol 5612.
Fotografia tirada no Observatorio localizado no Colégio Luis Anténio Verney.

Outros métodos para a monitorizacdo da matéria particulada séo os métodos bioquimicos,
como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou a monitorizacdo de moléculas
indicadoras como a concentragdo de proteina no ar. A concentracdo de proteina no ar
pode ser utilizada como marcador para bioaerossdis, nomeadamente o pdlen, uma vez
que segundo bibliografia existe uma correla¢do positiva entre o indice polinico total e a
proteina total. Uma limitacdo deste método indireto de monitorizagdo dos bioaerossois é
que esta correlacgdo s6 existe na época polinica, quando existem valores elevados de p6len
(Arriegas et al., 2017).

A monitorizagdo e a investigacao sobre os efeitos dos aerossois na satde humana é uma
area interdisciplinar uma vez que € necessario perceber a emissdo, formacao, transporte,
deposicao e abundancia dos compostos toxicos e alergénicos que compdem 0s mesmos;
é necessario desenvolver métodos analiticos para a quantificacdo e identificagdo desses
compostos; é necessario quantificar a toxicidade e a alergenicidade; é necessario realizar
estudos epidemiol6gicos com vista a investigar as caracteristicas e os padrfes de salde
em determinadas populacdes e é necessario também investigar os mecanismos e 0s
processos moleculares dos efeitos destes compostos na satide humana (Shiraiwa et al.,
2012).
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2.4 Epitélio respiratorio

O epitélio respiratorio esta constantemente exposto a PM que séo inalados do ambiente
que nos rodeia, durante a respiracdo (Tam et al., 2011). Por esta razdo este epitélio
desempenha um papel fundamental na manutencdo do normal funcionamento das vias
respiratdrias, desde a traqueia até aos alvéolos. Os poluentes ambientais podem provocar
uma desregulacdo da funcdo epitelial das vias respiratorias. Essa desregulagdo pode
contribuir para a patogénese das principais doencas pulmonares, como a asma (Tam et
al., 2011). Este epitélio é composto por varios tipos de células diferentes, sendo que o
tipo mais predominante de células nas vias respiratorias sdo as células ciliadas que
possuem cerca de 300 cilios por célula e o seu papel principal € transportar o muco do

pulmdo para a garganta (Figura 5) (Knight & Holgate, 2003).

Outro tipo de células sdo as células mucosas ou células de Goblet, estas sdo caracterizadas
pela sua forma e pelos seus granulos contendo mucina, segregados com a finalidade de
prender os objetos estranhos ao Iimen das vias respiratorias (Knight & Holgate, 2003). As
células serosas sdo muito semelhantes as células mucosas, contudo a composi¢do dos

granulos que segregam é diferente (Knight & Holgate, 2003).

As células basais sdo ubiquas neste epitélio, contudo o seu nimero diminui em funcéo do
tamanho das vias respiratdrias. Estas células sdo as Unicas que estdo firmemente ligadas
a membrana basal devido a expressao de hemidesmossomas. Devido a esta caracteristica,
estas células fazem parte da ligacdo das outras células a membrana basal. Segundo
bibliografia, estas células segregam moléculas bioativas, como citocinas (Knight & Holgate,
2003).

As células de Clara existem nos brénquios e apresentam um papel secretor, contudo
pensa-se que estas também tém a capacidade de metabolizar certos compostos
xenobioticos e antiproteases especificas (Knight & Holgate, 2003).

Além dos tipos de células previamente descritos, existe ainda o sistema de células
pulmonares neuroendécrinas (PNEC), que sdo comunicadores chave entre o sistema
imunitario e o sistema nervoso (Davis & Wypych, 2021; Knight & Holgate, 2003; Tam et al.,
2011). Este sistema de células representa um nicho para a regeneracao epitelial das vias
respiratorias uma vez que os danos epiteliais podem desencadear estas células para atuar

como células estaminais, facilitando a reparacdo dos tecidos. O PNEC atua na imunidade
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através da secrecdo de varios produtos que vao interagir com células estruturais e

imunitarias (Davis & Wypych, 2021; Tam et al., 2011).

/ !\‘

WAk

v

. Basal call Tuft ce¥ Vsl v v okl
. infection CGRP
Epthelal  COPD Cysic fibrosis bombasin

av regeneration  Lung cancer neuropeptide Y

. Mucociliary clearance v y-aminobutyric acid

Club coll Airway hyperreactivity

chronic infaction
SIiDS

Pulmonary lonocyle v o SCLC
PCD Leukocyte recruitment

Inflammation
I Cikatod ot ey L-25 mucus secretion
L2 A Acatylcholine

eicosanoids Mtb transiocation

Microfold ¢
N Microfold cell Uteroolobin
a Goblet coll
- e

PNEC

Figura 5:Diferentes tipos de células existentes no epitélio pulmonar. Retirado de Davis &
Wypych, 2021

2. 5 Mecanismos de resposta a matéria particulada

A imunidade pulmonar é um processo complexo, gue tenta preservar a capacidade dos
pulmdes responderem adequadamente aos agentes patogénicos invasores. Os
mecanismos de defesa inata sdo compostos pela barreira epitelial, o elevador mucociliar,
fatores humorais, como peptidos antimicrobianos, proteinas complementares e proteinas
surfactantes, e células inatas como macréfagos, células dendriticas, mondcitos,
neutréfilos, células natural killer, baséfilos, mastocitos, entre outas. A resposta imune
adquirida é composta por linfdcitos T e B, formacédo de granulomas e respostas mediadas

por anticorpos (Beamer & Shepherd, 2013).

A inflamac&o aguda é muito importante para a defesa inata do organismo, contudo quando
esta ndo é justificada pode resultar na destruicdo dos tecidos e, consequentemente, em
doencas respiratérias. O mesmo acontece com as cascatas anti-inflamatdrias que apesar
de suprimirem a intensidade da resposta inata, quando nao sao contidas podem contribuir
para a reparacdo anormal do problema existente e, consequentemente, para 0
desenvolvimento de doencas fibroticas. Posto isto, o equilibrio entre as células pro e anti-
inflamatorias e os seus mediadores associados influencia diretamente o resultado da
doenga, uma vez que muitas doencgas sdo carcaterizadas pela acumulacdo anormal de
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células imunitarias inatas/ adquiridas no alvéolo e no parenquima (Beamer & Shepherd,

2013).

O epitélio pulmonar funciona como uma barreira fisica e imunoldgica contra varios
poluentes e, por isso, estd em constante contacto com agentes estranhos ao nosso
organismo (Tam et al., 2011). Este contacto pode exacerbar a suscetibilidade deste
epitélio a infecBes como resposta a agentes patogénicos (Aghapour et al., 2022).

A inalac&o prolongada, direta ou indireta, de muitos dos poluentes atmosféricos é um dos
principais fatores de risco para a disfuncdo da barreira epitelial. Esta disfuncdo pode
facilitar a invasdo por agentes patogénicos e, assim, contribuir para o desenvolvimento
de doencas pulmonares como a asma e a DPOC (Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica)
(Aghapour et al., 2022). Alguns estudos in vitro demonstraram que as exposi¢0es curtas
e repetidas a concentragdes de PM2,5 subtoxicas, induzem a rutura da barreira epitelial
das vias respiratorias, através da desregulacdo das tight junctions e da E-caderina e do

aumento da permeabilidade paracelular (Aghapour et al., 2022).

As AECs, células epiteliais das vias respiratérias tém a funcdo de proteger a camada
submucosal de particulas estranhas, alergénios e agentes patogénicos respiratérios,
através deda formacao de barreiras fisicas que incluem a formacéo de tight junctions (TJs)
e juncdes aderentes (AJs) entre células adjacentes. No lado apical, as TJs incluem
diversas proteinas entre se contam as como claudinas, ocludinas, tricelulinas, entre outras.
No lado basolateral, as AJs incluem a proteina transmembranar E-caderina. As TJs
funcionam como porosque regulam a passagem de ifes e pequenos péptidos entre as
células, enquanto as AJs ligam as células adjacentes dificultando a migragdo celular e
facilitando a formacdo de outros complexos juncionais. Em conjunto, ambas as jungdes
mantém o epitélio protegido contra a penetracdo de particulas estranhas e agentes
patogénicos. Apesar de todas as células expressarem estas juncdes, sdo as células
epiteliais, em contacto direto com o ambiente externo, as mais suscetiveis a disfungéo da

barreira(Aghapour et al., 2022).

Segundo a bibliografia, a perda da juncéo entre celulas devido a diminuigdo da expresséo
de TJs e AJs, em resultado por exemplo do contacto com poluentes atmosféricos, tem
sido observada em diversas doengas pulmonares, como asma e DPOC. Os danos epiteliais
e a perda de funcdo de barreira levam ao aumento da absor¢do de antigénios, ao aumento

de células imunitarias apresentadoras de antigénios, designadamente as células
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dendriticas, e ao aumento da atividade pro-inflamatoria do epitélio (REF), originando
lesdo do mesmo e consequente desenvolvimento de patologia. A figura 6 mostra alguns
dos mecanismos subjacentes ao processo inflamatério desencadeado pelos poluentes

atmosfericos.
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Figura 6: Efeito dos poluentes atmosféricos no epitélio das vias respiratorias.
a) representacdo do epitélio das vias respiratorias saudaveis; b) efeito dos poluentes nas AJs e
nas TJs; c) efeito dos poluentes mediados pelo AhR. Adaptado de Aghapour et al, 2020.

Sao diversos e complexos 0s mecanismos sujacentes a acdo de compostos toxicos ou
sensibilizantes, que contactam com o epitélio respiratério. As células epiteliais possuem
diversos tipos de receptores envolvidos no reconhecimento de sinais de patogénios e
perigo, designadamente, as familias de receptores Toll-like (TLR, Toll-like receptors),
NOD-like (NODr, Nod-like receptors) e os receptores de hidrocarbonetos aromaricos
policiclicos (AhR, Aromatic hidrocarbon receptors), desencadeando uma cascata de
eventos que conduzem a resposta inflamatéria. A familia TLR e NODr estdo envolvidos
no reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogénios (PAMPS) e padrbes

moleculares associados a perigo (DAMPs) (Aghapour et al., 2022).
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Alguns exemplos sao os recetores “toll like” (TLRs), os recetores ativados por proteases
(PARs), recetores purinérgicos e proteinas citosolicas. Estes recetores induzem a
mudanca do comportamento celular de vérias formas de modo a eliminar 0s possiveis
patogénios. Por exemplo, a ativacao de certos canais idnicos através destes recetores pode
induzir a secrecdo de fluido com a libertacdo de mucina e o aumento do batimento ciliar

de modo a trasportar o corpo estranho (Randell et al., 2009).

A ativacdo destes recetores pode, também, induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas que atraem neutréfilos, mondcitos, eosinofilos e basofilos

que ajudam a eliminar os agentes patogénicos (Randell et al., 2009).

Os DAMPs sdo moléculas libertadas apos o stress celular ou a les@o dos tecidos, estes sdo
considerados sinais de perigo endégeno, pois desencadeiam respostas inflamatorias ndo-
infecciosas, resultantes da ativacao do sistema imunolégico inato (Aghapour et al., 2022).

Os efeitos da PM depende da sua natureza quimica e bioguimica, variavel de acordo com

a fragdo em causa ((Frohlich-Nowoisky et al., 2016)).

Existem 2 mecanismos de interacdo entre o BC existente no ar e as células do epitélio
respiratorio. O primeiro é mediado pelo contacto direto com as células do epitélio,
levando a geracdo de ROS, a hiperplasia das células, a morte celular ou a apoptose do
epitélio das vias respiratorias e outras células adjacentes. O outro mecanismo envolve a
resposta imunitaria sistémica, nomeadamente a inflamacao, resultando na remodelacao
dos tecidos e na formacao de fibrose que pode causar problemas respiratorios e disfuncdes
pulmonares. Estes mecanismos contribuem principalmente para o aparecimento de asma
e DPOC, como comprovado em inimeros estudos (Niranjan & Thakur, 2017). Acredita-se
que o stress oxidativo causado pelo BC esta ligado a resposta inflamatdria existente nos
pulmdes, resultando no desenvolvimento das doencas respiratdrias devido ao facto desta
resposta causar danos graves nas funcdes pulmonares. Apesar de 0s mecanismos pelos
quais estes danos séo causados ainda ndo estarem devidamente estudados, acredita-se que
um dos principais sintomas de uma resposta inflamatoria disfuncional é a remodelacéo e
0 desenvolvimento de fibrose tecidular devido a acumulagédo de fibras de colagénio
(Niranjan & Thakur, 2017).

Em zonas urbanas, componentes organicos da PM fina e ultrafina derivados de carbono,
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) sdo responsaveis pelos danos

oxidativos. Estes induzem espécies reativas de oxigenio nas AECs atraves do recetor aril
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hidrocarboneto (AhR) e, consequentemente da ativacdo do citocromo p450, como
observado em AECs cultivados em cultura celular em air-liquid interface (Aghapour et
al., 2022). O recetor aril hidrocarboneto (AhR) é um recetor expresso em muitas células
imunitarias e tecidos humanos, como os pulmdes. Este recetor € um recetor de transcri¢ao
dependente do ligando que participa no metabolismo xenobidtico e, também, na
homeostase normal, organogénese e ativacdo do sistema imunitario. Este recetor é
expresso em celulas envolvidas em respostas imunitarias inatas e em células que séo

cruciais para a imunidade adquirida (Beamer & Shepherd, 2013).

Como o AhR foi identificado como sendo o principal regulador da fungéo de barreira da
mucosa respiratoria e como as respostas mediadas por este recetor sdo muito importantes,
0 sistema respiratorio vai ser sensivel a qualquer alteracdo na expressao ou na funcéo do
AhR. Segundo estudos utilizando modelos animais descobriu-se que os pulmdes sdo
sensiveis aos ligandos do AhR e que este modula a resposta imunitaria em certas doencas

respiratorias, como a asma e a DPOC (Beamer & Shepherd, 2013).

Os componentes inorganicos existentes na PM fina, como metais de transicdo e
nanoparticulas tém uma atividade radical livre e, por isso, podem aumentar a carga
oxidativa das células pulmonares. A PMyo é constituida por metais de transicdo que,
segundo bibliografia conseguem induzir stress oxidativo nas células pulmonares, quer
através da atividade radical direta livre ou através do aumento da peroxidacao lipidica

nos pulmdes (Aghapour et al., 2022).

A perda da funcdo de barreira devido aos poluentes existentes no ar podem levar a uma
alteracdo das respostas imunitéarias, o que pode levar a uma maior suscetibilidade a
infecdo e & patogénese de doencas respiratorias. Alguns dos mediadores imunitarios como
citocinas, quimiocinas e proteases produzidas por células imunitarias inatas podem
contribuir para a perda da barreira epitelial. Com isto concluimos que os poluentes
atmosféricos podem levar a perturbacdo da barreira epitelial das vias respiratdrias de 2
formas distintas: atraves da perturbacé@o dos contactos celulares e da destruicdo de TJs e
AJs e através do estimulo da libertagdo de mediadores imunitarios, especialmente em
exposicdes a longo prazo pois estas exposi¢cdes podem induzir respostas pro-inflamatdrias

exageradas (Aghapour et al., 2022).

O PMzs induz o aumento das interleucinas-1 atraves da ativacdo exagerada de ROS

mitocondrial no tecido pulmonar. Estas interleucinas regulam direta ou indiretamente a
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funcdo de barreira das vias respiratérias, sendo produzidas em resposta aos poluentes
atmosféricos nos AECs. Esta ativacdo exagerada das interleucinas-1 foi observada em
estudos doentes com doencas respiratdrias, como asma e DPOC. Estas interleucinas
induzem também uma producdo aumentada de muco, que em conjunto com a disfuncao
ciliar induzida pelos poluentes atmosféricos pode levar a obstrucéo das vias respiratorias
(Aghapour et al., 2022).

Apds a exposicdo aos poluentes atmosféricos parece existir um aumento da producdo de
ROS (espécies reativas de oxigénio) e este aumento pode ser um mecanismo chave na
disfungdo da barreira epitelial das vias respiratorias. Este aumento pode ser devido a
atividade radical direta dos componentes existentes na PM2s, a ativacdo de sistemas
celulares que geram ROS como o NADPH ou a alteracdo da funcdo mitocondrial.
Segundo estudos realizados em modelos animais acredita-se que elevadas concentracdes
de PM25 conseguem reduzir os mecanismos antioxidantes como a superdxido dismutase
(SOD) que, em condigdes normais, seriam ativados em resposta ao stress oxidativo
(Aghapour et al., 2022).

Existem algumas citocinas que sdo capazes de induzir efeitos protetores na barreira
epitelial. Por exemplo, a IL-33 é uma das citocinas que, em estudos com modelos de
lesGes pulmonares induzidas pelo ozono in vivo, foi libertada apds a exposi¢do ao 0zono
e a PM10 e PM2,5 com efeitos protetores para a barreira epitelial das vias respiratérias,
restaurando a expressao de certas proteinas como a E-caderina e a claudina-4. Segundo a
bibliografia pensa-se que esta expressdo seja restaurada através da regulacdo do

recrutamento de neutrofilos (Aghapour et al., 2022).

Além da funcdo de barreira, este epitélio também consegue responder a varios estimulos
com a libertacdo de fatores sollveis importantes para a resposta imune. Um exemplo,
bem estudado, é o fumo do tabaco. Este desencadea a producdo de interleucinas 1b e 8
atraves de células epiteliais bronquicas e a producéo de TNF-a e interleucina 6 através de

macrofagos alveolares (Tam et al., 2011).

Existem outras altera¢des na funcéo epitelial que séo observadas nas doengas pulmonares
como disfuncéo devido a perda de cilios, batimento ciliar deficiente e hipersecrecédo de
muco que vai contribuir para a obstrucgdo das vias respisratorias (Aghapour et al., 2022).

Relativamente ao contacto das mucosas respiratorias com os alergénios existentes no

polen anemdfilo, quando esse contacto ocorre pela primeira vez da-se a fase de
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sensibilizacdo. Nesta primeira fase, quando o alergénio entra em contacto com a mucosa
respiratoria, o antigenio é fagocitado pelas células dendriticas. Estas células dendriticas
migram até ao orgao linfoide secundario para proceder & apresentagdo antigenica
passando da fase imatura para a fase madura devido ao facto de apresentarem o antigénio
no centro germinativo dos linfocitos T e B, estimulando a diferenciacao das células T em
células “T-helper”. Estas células vao se diferenciar em células Thz, que segregam
citocinas 1L-4 e IL-13. Estas por sua vez estimulam os linfocitos B especificos a
diferenciarem-se em células B secretoras de IgE. As IgE vao ser segregadas pelos
linfécitos B especificos e vdo ligar-se a um recetor de alta afinidade existente nos
mastdcitos, ficando assim estes revestidos de IgE especificas. Devido a este revestimento,
0s mastdcitos vao ser considerados sensibilizados a este alergénio (Jorge, 2015).

Quando um individuo é exposto sucessivamente ao antigénio ocorre a fase efetora. Em
individuos sensibilizados para os alergénios do pélen, a reacdo alérgica que ocorre quando
o0s gréos de pélen atingem as vias respiratdrias € mediada por IgE, tendo como sintomas
mais frequentes espirros intensos, congestionamento nasal, prurido faringeo, lacrimejo e
tosse. Quando os grdos de pdlen atingem as vias respiratorias humanas de individuos
sensibilizados, estes vao ligar-se a IgE especificas associadas a recetores de alta afinidade
existentes nos mastocitos. Este complexo vai desencadear a fosforilacdo de residuos de
tirosina que leva a desgranulacdo dos mastdcitos e a libertacdo de mediadores. Estes
mediadores podem ser aminas vasoativas e mediadores lipidicos que vao desencadear
uma reacdo de hipersensibilidade imediata ou podem ser citocinas, como a IL-13, que sdo
libertadas tardiamente tendo como funcdo principal estimular as células epiteliais das vias

respiratorias para a criacdo de muco (Jorge, 2015, 2022).

Tal como a alergia a pélen, a alergia aos esporos fungicos também é mediada por IgE,
sendo que podem estar associados a reacdes envolvendo as vias respiratorias inferiores
(Zukiewicz-Sobczak, 2013)

Este epitélio tem também um papel ativo nas fung¢bes imunitarias inatas do organismo
humano, através de mecanismos que reconhecem agentes patogénicos responsaveis por,
por exemplo, infecdes bacterianas. Estes mecanismos sdo chamados padroes moleculares
associados a patogénios (PAMPs), normalmente estes padrdes moleculares sdo moléculas

associadas a sobrevivéncia dos microrganismos (Randell et al., 2009; Tam et al., 2011).
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3. Objetivos

Face ao exposto, o objetivo principal deste estudo foi estudar a qualidade bioquimica do
ar atmosfeérico ao longo do ano e avaliar 0s seus potenciais impactos na satde respiratdria
humana.

Para atingir este objetivo, procurou-se:

i) Esclarecer o perfil sazonal de diversos aerossois na PM — pdlen, esporos
fangicos e BC;

i) Determinar os contetidos proteico e lipidico da PM ao longo do ano;

i) Estudar a relagdo do conteudo proteico e lipidico com os bioaerosséis comuns,
polen e fungos, e com o BC;

iv) Discutir os impactos na salde respiratoria, tendo em conta a exposi¢cdo a PM

com diferente composicao quimica e bioquimica.

4. Metodologia

A componente experimental deste estudo foi dividida em 3 partes que consistem em: a)
anélise do conteldo em bioaerossais; b) analise da composicdo de PM existentes nas
amostras de ar atmosférico, no que concerne ao contetdo em proteina, lipidos e BC e da
sua relacdo com os bioaerossoéis e ¢) na avaliacdo do efeito das PM com composicédo

diferente na fung&o do epitélio pulmonar.

4.1 Caracterizacdo da area de estudo

As amostras utilizadas para este estudo foram recolhidas no Observatério das Ciéncias
Atmosféricas da Universidade de Evora, do Instituto de Ciéncias da Terra, instalado no
Colégio Luis Antonio Verney da Universidade de Evora, em Evora. Estas foram
recolhidas durante os periodos de janeiro a junho de 2018 e julho a dezembro de 2020.

A regido de Evora esta localizada no interior do sul de Portugal e em 2021, a sua
populacéo residente era de 53 591 habitantes (PORDATA, 2021). Esta cidade apresenta
um clima temperado com verdes quentes e secos, com uma temperatura media anual do
ar de 16,2°C. Normalmente, a temperatura do ar mais elevada € registada no més de agosto

e a mais baixa é registada no més de janeiro.
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O Observatério das Ciéncias Atmosféricas da Universidade de Evora esta localizado no
centro urbano da cidade, na zona historica (marcado no mapa com um circulo amarelo).
Na envolvéncia do Observatério existe um jardim, o Jardim Publico de Evora; existem
habitacdes residenciais e espacos comerciais e a cerca de 300m encontra-se uma das

principais entradas e uma das principais avenidas da cidade (Figura 7) (Google, 2022).

. : "\‘.‘ _'.:" & ¢ % 4 ‘ n‘
Figura 7:Mapa mostrando a envolvéncia do Observatorio.
Adaptado de Google Maps, 2022.

4.2 Material, equipamento e reagentes utilizados

O material, equipamento e reagentes utilizados neste estudo estdo descritos no anexo I. ~

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Colheita das amostras de PM

As amostras de PM foram recolhidas utilizando um captador ChemVol 2400, instalado
no topo do Observatorio das Ciéncias Atmosféricas (EVASO), a cerca de 10m do chéo,

localizado no Colégio Luis Antonio Verney, na Universidade de Evora.

Este captador aspira o ar a uma velocidade de 800L/min. e as particulas sdo depositadas
em 2 filtros de diferentes dimensdes, M e XL, colocados em cascata, sendo que o filtro
M capta particulas entre 2,5 um e 10 um e o filtro XL capta particulas maiores que 10
um. Os filtros séo recolhidos, divididos em 3 partes e sdo armazenados num congelador
até posterior analise.

Como teriamos de realizar varias extragdes, o terco do filtro utilizado para este estudo foi

cortado em 3 partes iguais e cada parte foi pesada. Duas dessas partes foram utilizadas
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para a quantificacao proteica e lipidica, respetivamente. A Gltima parte foi guardada para

outra possivel analise.

4.3.2 Colheita de dados de BC
Os dados de BC foram medidos utilizando um MAAP Model 5012, instalado no mesmo

observatério localizado na Universidade de Evora.

Este instrumento aspira o ar através de uma chaminé e as particulas séo depositadas
num filtro de fibra de vidro existente na camara de detecdo. Na mesma camara existe
uma fonte de luz com um comprimento de onda de 637nm, especifico para detetar e
medir particulas de BC. Os valores de concentra¢do massica sao expressos em
microgramas de BC por metro ctbico de ar (ug/mq).

4.3.3 Colheita de bioaerossois.

As amostras de pélen e esporos fungicos foram recolhidas utilizando um coletor do tipo
Hirst, instalado no topo do Observatério das Ciéncias Atmosféricas (EVASO), localizado
no Colégio Luis Anténio Verney, na Universidade de Evora. Este captador aspira o ar a
uma velocidade de 10L/min. e as particulas sdo depositadas numa fita adesiva contendo
Melinex. Ao fim de 7 dias a fita foi retirada e tratada em laboratério de acordo com
métodos padronizados pela Rede Espanhola de Aerobiologia (Hirst, 1991; Rede Espanhola

de Aerobiologia, 2022).

4.3.4 Selecéo das amostras a analisar
Para atingir os objetivos propostos, comegcamos por selecionar as amostras de ar
atmosférico que iriamos analisar. Para isso procurou-se combinar os dados de BC diarios

com as amostras de ar atmosférico existentes no laboratorio de Aerobiologia.

Depois de verificarmos ambos os dados, optamos por analisar o primeiro semestre de
2018 (janeiro a junho) e o segundo semestre de 2020 (julho, agosto, novembro e
dezembro). Escolhemos esta janela temporal de modo que fosse possivel analisar dados
das 4 estacOes existentes uma vez que 0s bioaerossois existentes no ar diferem de acordo
com a estacdo do ano. Na Tabela 1 estdo enumeradas as amostras analisadas, o periodo

de colheita, o numero de dias de colheita e 0 material colhido em cada amostra. No ano
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de 2018 foi escolhido um filtro por semana durante o intervalo de janeiro a junho e no
ano de 2020 foi escolhido, também, um filtro por semana durante o intervalo de julho a
agosto e de novembro a dezembro de 2020.

Tabela 1: Amostras analisadas, o periodo de colheita, 0 nimero de dias de colheita e 0 material
colhido em cada amostra.

Amostra Periodo de colheita N° de dl_as de Material Analisado
colheita
362 M, XL/2018 27/12-02/01/2018 Proteina; lipidos
8 M, XL/2018 08/01-10/01/2018 Proteina
14 M, XL/2018 14/01-14/01/2018 Proteina
23 M, XL/2018 23/01-25/01/2018 Proteina
29 M, XL/2018 29/01-31/01/2018 Proteina
40 M, XL/2018 09/02-13/02/2018 Proteina; lipidos
45 M, XL/2018 14/02-15/02/2018 Proteina
55 M, XL/2018 22/02-26/02/2018 Proteina
64 M,XL/2018 05/03-07/03/2018 Proteina

75 M, XL/2018

16/03-19/03/2018

Proteina; lipidos

79 M, XL/2018

20/03-23/03/2018

Proteina; lipidos

90 M, XL/2018 31/03-02/04/2018 Proteina
95 M, XL/2018 05/04-06/04/2018 Proteina
109 M, XL/2018 19/04-19/04/2018 Proteina
114 M, XL/2018 24/04-24/04/2018 Proteina
122 M, XL/2018 02/05-02/05/2018 Proteina

127 M, XL/2018

07/05-07/05/2018

Proteina; lipidos

137 M, XL/2018

17/05-17/05/2018

Proteina; lipidos

143 M, XL/2018 23/05-24/05/2018 Proteina
150 M, XL/2018 30/05-31/05/2018 Proteina; lipidos
162 M, XL/2018 11/06-11/06/2018 Proteina
176 M, XL/2018 25/06-25/06/2018 Proteina
183 M, XL/2020 01/07-07/07/2020 Proteina
190 M, XL/2020 08/07-14/07/2020 Proteina
197 M, XL/2020 15/07-21/07/2020 Proteina
204 M, XL/2020 22/07-28/07/2020 Proteina; lipidos
211 M, XL/2020 29/07-04/08/2020 Proteina
218 M, XL/2020 05/08-11/08/2020 Proteina
225 M, XL/2020 12/08-18/08/2020 Proteina
304 M, XL/2020 30/10-05/11/2020 Proteina
311 M, XL/2020 06/11-12/11/2020 Proteina
318 M, XL/2020 13/11-23/11/2020 Proteina
329 M, XL/2020 24/11-27/11/2020 Proteina
333 M, XL/2020 28/11-03/12/2020 Proteina
339 M, XL/2020 04/12-10-12/2020 Proteina; Lipidos
346 M, XL/2020 11/12-17-12/2020 Proteina
353 M, XL/2020 18/12-22/12/2020 Proteina
358 XL/2020 23/12-29/12/2020 Proteina

365 M, XL/2020

30/12-31/12/2020

CO\IU'I\I\IO?-&E\I\I\l\l\l\l\l\l\ll—\l—‘l\)l\)l—\l—‘l—‘l—\l—‘l\)wb-hwml\)(ﬂwwwwCD

Proteina; Lipidos
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4.3.5 Determinagdo do conteudo em bioaerossois

Para a determinacg&o do contetdo em bioaerossois realizou-se contagens de graos de pélen
e de esporos fangicos por microscopia ética (ampliacdo 400x) seguindo metodologia
padronizada e utilizada pela Rede Espanhola de Aerobiologia (Pélen Alert, 2021; Rede
Espanhola de Aerobiologia, 2022). As concentracdes de gréos de polen e esporos flngicos
foram expressas em pélen por metro cubico de ar (pdlen/m?) e esporos fingicos por metro

clibico de ar (esporos flingicos/m?), respetivamente.

4.3.6 Determinacéo da proteina soltvel na PM

4.3.6.1 Extracdo da proteina sollvel

Para a determinacdo da proteina soltvel, realizou-se uma extragao, utilizando bicarbonato
de amoénio, 100 mM, pH=8,11-8,15, como tampé&o de extracdo. Os filtros M e XL foram
extraidos utilizando, respetivamente, 6 e 15mL de tamp&o. A extracdo ocorreu durante 4
horas, com agitacdo por inversdo, no escuro. No fim das 4 horas, as amostras foram
sujeitas a 2 centrifugacdes a 2000 e 6000 rpm durante, respetivamente, 5 e 10 minutos.
Os sobrenadantes foram recolhidos para aliquotas de liofilizagdo, ou seja, foram
preparadas aliquotas de 2 e 2,5ml em microtubos de 5ml previamente pesados e 0s
sedimentos foram descartados. Estas aliquotas foram, posteriormente, liofilizadas,
durante 72 horas. Depois da liofilizacdo, os microtubos voltaram a ser pesados, de forma
a obter a massa de liofilizado.

4.3.6.2 Quantificacéo da proteina soluvel

A amostra liofilizada foi pesada e ressuspensa em 500 pL de tampdo fosfato de sodio
alcalino, 10 mM, pH=7,4. Seguidamente, foi realizada a determinacdo do contedo
proteico através do método de micro-BCA, utilizando uma curva de calibragdo com
padrdes de BSA entre as concentragdes de 0,5 e 40 pg/mL, sendo o branco dos ensaios
tampdo fosfato de sddio alcalino. As amostras foram diluidas em tampéo fosfato de sodio

alcalino (2x, 5x e se necessario, 10x).

Numa microplaca de 96 pocos foram aplicados 150 uL. dos padrdes, das amostras e do
branco, em triplicado. De seguida, adicionou-se 150 pL. de reagente de BCA, preparado
misturando 25 partes do reagente A, 24 partes do reagente B e 1 parte do reagente C e

protegeu-se a placa da luz com papel de aluminio. A placa foi colocada numa placa de
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aquecimento durante cerca de 1 hora, a 37°C. Ao fim deste tempo foi realizada a leitura
da absorvancia num aparelho de leitura de microplacas, a 562 nm, a temperatura

ambiente.

4.3.7 Determinacéo dos lipidos soltveis na PM

4.3.7.1 Extracao e determinacé@o da massa de lipidos soluveis

Para esta extracdo, foi utilizado o método de Folch et.al (1957) adaptado (Brum, 2005;
FOLCH et al., 1957). Para promover a extracdo, os filtros foram cortados em pedacos
pequenos e, de seguida, foram adicionados 5mL de metanol e foi levado a agitar com
magneto. Ao fim de 5 minutos de agitacdo, foram adicionados 10mL de cloroférmio e
agitou-se durante 10 minutos com magneto. De seguida, as amostras foram sujeitas a uma
centrifugagéo de 2000g, durante 5 minutos e foi recolhido o sobrenadante. Os pedagos de
filtro foram filtrados utilizando seringas com filtros de seringa (0,2um de poro) e, ao
filtrado, foi adicionado KCI (0,1M), cerca de ¥ do volume da amostra. Sucedeu-se outra
centrifugacdo, a 2000g, durante 5 minutos. A fase cloroférmica foi recolhida para balGes
de fundo redondo previamente tarados e o solvente foi evaporado em rotavapor, em
ambiente de azoto e banho termostatizado a cerca de 37°C. Por fim, o residuo seco
resultante foi lavado com &gua ultra-pura e evaporado novamente. Os balées com o

residuo seco foram pesados de forma a determinar a massa de lipidos extraidos.

4.3.7.2 Determinacdo da composicao do extrato lipidico por Cromatografia de camada fina
Com vista a tentar entender que familias de lipidos estavam presentes nas amostras de ar

atmosférico extraidas, foi realizada uma cromatografia de camada fina (TLC).

A TLC é um método analitico, onde uma fase movel passa sobre uma fase estacionaria,

com vista a separar uma mistura de substancias nos seus componentes (Paula, V. 2012).

Os extratos foram ressuspensos em 250 pL de cloroférmio e, de seguida, foram aplicadas
algumas gotas de cada extrato e dos padrdes numa placa de TLC previamente marcada
(0,5cm). Os padrdes utilizados foram acido oleico, colesterol, oleato de colesterol,
trioleina e fosfolipido — dipalmitoil-fosfatidil-colina (DPPC). A placa de TLC foi
colocada na camara de cromatografia, onde previamente foi colocado eluente, e deixou-

se desenvolver o cromatograma. Quando o eluente atingiu a linha de topo da placa,
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retirou-se a placa da cdmara de cromatografia e deixou-se secar ao ar. Por fim, colocou-
se 0 cromatograma na placa de iodo com vista a revelar as bandas e marcou-se a posi¢éo
das mesmas. As bandas existentes nos extratos foram comparadas com as bandas dos

padrdes a fim de entender que familias de lipidos estavam presentes nas amostras.

5. Resultados e Discussao de resultados

5.1 Caracterizacdo sazonal do contetdo polinico

Na figura 8, esta representado o contetdo polinico dos filtros analisados. Como podemos
observar o contetdo polinico varia ao longo do ano, apresentando valores mais elevados
nos meses da primavera. Os valores mais baixos sdo registados nos meses de julho,

agosto, novembro e dezembro.

Para o contetdo polinico em estudo contribuiram cerca de 15 tipos polinicos diferentes,
que apresentam diferentes épocas polinicas. Desses 15 tipos polinicos, existem 5 tipos,
que além de serem 0s mais prevalentes, sdo 0s mais importantes do ponto de vista
alergologico: Cupressaceae spp; Poaceae spp; Platanus spp; Quercus spp e Olea

europaea (Jorge, 2022).
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Figura 8:Conteudo polinico dos filtros analisados.
O contetdo polinico foi expresso em graos de polen por m3.

Posto isto, a distribuicdo observada deve-se ao facto de os tipos polinicos mais
prevalentes apresentarem a sua época polinica nos meses da Primavera, nomeadamente

nos meses de margo, abril, maio e junho (Polen Alert, 2021).
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Segundo estes resultados, o periodo da primavera € um periodo propenso para a
ocorréncia de sintomas de doenca respiratoria alérgica em individuos sensibilizados,
devido ao contacto das vias respiratorias com os alergénios existentes nos graos de polen
inalados durante o processo da respiracdo. Este contacto do epitélio das vias respiratdrias
com os alergénios pode contribuir para 0 aparecimento ou para 0 agravamento de doencas

respiratérias como a asma ou a rinite (Jorge, 2022).

Os graos de polen anemofilos apresentam ornamentagdes na exina especificas de cada
tipo polinico. Devido a estas ornamentaces, as outras particulas existentes no ar
atmosférico podem ser adsorvidas na superficie dos grédos de poélen, sendo assim
carregadas por estes até as vias respiratorias, o que pode exacerbar a reacao alérgica e o

aparecimento/ agravamento de doencas respiratorias (Jorge, 2022)

5.2 Caracterizacdo sazonal do conteddo em esporos fingicos
O conteudo em esporos fungicos variou ao longo do ano, apresentado valores mais

elevados nos meses de veréo e outono, tendo um pico no fim do més de julho. Os valores
mais baixos foram registados nos meses de inverno e no inicio da primavera. Para 0s
filtros de 5 a 6 de abril e do dia 24 de abril de 2018 ndo existem dados de contagens de

esporos fungicos (figura 9).

Foram identificados 8 esporos fungicos ao longo do periodo de estudo, contudo o0s
esporos mais prevalentes e com maior contribuicdo para os dados em estudo sdo 0s
esporos de Clasdoporium spp (Figura 10). Outros esporos fungicos como os de Alternaria
spp também sdo muito prevalentes no ar atmosférico da regido de estudo.
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Figura 9: Contetido em esporos fungicos dos filtros analisados.
O conteldo fungico foi expresso em esporos fungicos por m3.

Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados noutras regides de Portugal,
como Lisboa e Porto (Ferro et al., 2019; Oliveira et al., 2007). Segundo estes estudos, o
contetdo em esporos fungicos no ar atmosférico varia de acordo com a época do ano,
sendo os valores mais elevados encontrados durante o verdo e o inicio do outono e 0s
valores mais baixos durante o inverno e o inicio da primavera. Isto deve-se ao facto deste
conteddo se correlacionar positivamente com a temperatura média do ar, ou seja, se esta
aumenta o n° de esporos flingicos por m® de ar também ird aumentar (Ferro et al., 2019;
Oliveira et al., 2007; Patel et al., 2018). Outra razdo para a diminuicdo do contetdo em
esporos flngicos nos meses de inverno é que a chuva intensa tende a limpar os esporos
fangicos existentes na atmosfera. Por isso, valores mais baixos podem ser justificados
devido a existéncia de chuva nestes meses (Oliveira et al., 2010). Isto pode ser
comprovado pela comparacdo da precipitacdo média e da temperatura média nos 2
periodos. No periodo em que existe um maior n° de esporos fungicos por m?, confirma-
se uma temperatura média mais elevada (25,8°C) quando comparada com o periodo em
que existem menos esporos fungicos por m® (16,4°C). Por outro lado, quando
comparamos a média da precipitagcdo nestes 2 periodos, percebemos que no periodo em
que existem menos esporos fingicos por m® a precipitacdo foi maior (112,1 mm) do que

a existente no periodo em que existem mais esporos fingicos por m® (38,4 mm).
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Os esporos fungicos identificados estdo de acordo com resultados obtidos em outros
estudos realizados em outras cidades de Portugal, nomeadamente em Lisboa e no Porto
(Ferro et al., 2019). Segundo Ferro et.al. (2019) os esporos fungicos de Cladosporium spp
estdo associados a areas urbanas pois ndo precisam de vastas extensdes de substrato para
se desenvolverem. Posto isto, elevadas concentracGes deste tipo de esporo fungico na

regido de estudo sdo normais, uma vez que se trata de uma area urbana (Ferro et al., 2019).

Segundo Oliveira et al (2007) os esporos fangicos de Cladosporium spp sdo 0s que mais
comummente causam doencas alérgicas respiratorias, sendo a principal fonte de
alergénios fangicos inalados. Apesar da sensibilizacdo a este esporo fangico ser baixa na
Europa, esta sensibilizacdo esta significativamente associada ao agravamento da asma e

ao desenvolvimento de asma na idade adulta (Oliveira et al., 2007).

Segundo 0s mesmos autores, também a os esporos de Alternaria spp sdo considerados
um dos principais alergénios presentes no ar atmosférico. A sensibilizacdo s estes
esporos esta a crescer e é reconhecida como um fator de risco para o desenvolvimento,

persisténcia e gravidade da asma (Ferro et al., 2019; Oliveira et al., 2007).

B Cladosporium spp

= Epicocum spp

B Curvularia spp
Aspergillus spp

B Alternaria spp

B Aureobasidium spp
Bipolaris spp

m Pithomyces spp

B Outras espécies

Figura 10: Percentagens de prevaléncia dos esporos fungicos identificados nas
amostras de ar atmosférico.

Posto isto, 0s meses de verdo e inicio do outono sdo uma época propensa a reagfes
alérgicas em individuos sensibilizados para estes alergénios. (Zukiewicz-Sobczak, 2013).

32



5.3 Caracterizacédo sazonal do conteddo em Black Carbon
Na figura 11 esté representada a concentragdo de BC encontrada no ar no periodo de

estudo. A partir do dia 6 de novembro de 2020 nédo existem valores de concentracdo de
BC.

A concentracao de BC variou ao longo do ano, os valores mais elevados foram registados
nos meses de inverno, sendo que o valor mais elevado foi registado no dia 14 de janeiro
de 2018, e os valores mais baixos foram registados nos meses de verdo. Estes resultados
estdo de acordo com estudos anteriores realizados em Portugal e em Espanha (Lyamani
etal., 2011; Malico et al., 2017).
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Figura 11: Contetido em Black Carbon dos filtros analisados.
O contetido em Black Carbon foi expresso em microgramas por m3.

Segundo Malico et. al (2017), este aumento durante 0os meses de inverno € devido nédo s6
a queima dos combustiveis fdsseis, mas também devido ao aumento de atividades
antropogénicas, como a queima de biomassa para aquecimento domestico, durante os
meses mais frios do ano. Durante estes meses esta queima de biomassa € uma importante
fonte adicional de BC (Malico et al., 2017).

Segundo Lyamani et. al. (2011), outra causa para 0 aumento da concentracdo de BC nos
meses de inverno sdo as condi¢cBes meteoroldgicas desfavoraveis como a baixa

velocidade do vento e a camada limite atmosférica rasa (Lyamani et al., 2011).
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5.4 Determinacdo da composic¢éo bioguimica da PM

5.4.1 Conteudo proteico
Como representado na figura 12, a concentracdo total de proteina variou ao longo do

periodo de estudo. Os valores mais elevados de proteina foram detetados nos meses de
janeiro e fevereiro e 0s valores mais baixos foram detetados nos meses de agosto e
dezembro. Em mais de metade dos filtros analisados (23 dos 39 filtros) existe uma maior

concentracdo de proteina na fracdo XL quando comparada com a fragdo M.
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Figura 12:Concentragdo de proteina nas fragdes M e XL dos filtros analisados.
A concentracdo de proteina foi expressa em microgramas por m3.

Existe uma correlagdo positiva significativa entre a fragdo XL e a fragdo M (p<0,001), ou
seja, quando a concentracao de proteina na fracdo XL aumenta a concentracao de proteina
na fracdo M também aumenta (figura 13). Relativamente a concentracao total de proteina
encontrada durante o periodo de estudo, cerca de 51% dessa proteina foi encontrada na
fracdo XL e cerca de 49% dessa proteina foi encontrada na fragdo M. Ou seja, foi
encontrada mais na fracdo que capta matéria particulada de dimensdes entre 2,5 e 10

micrémetros.
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5.4.2 Conteudo lipidico
Para a determinacdo dos lipidos soltveis no ar foram escolhidos casos de estudo, tendo

T
300
Fragde M, [proteina] pgim?

T T
400 A00

Figura 13: Correlagdo positiva
estatisticamente significativa entre a
[proteina] na fracdo M e na fragdo XL.
A correlacdo é significativa no
intervalo de 99% (p < 0,0001).

em conta o contetido polinico e fangico, a concentracdo em BC e o contetdo proteico. Na

Tabela 2 estdo representadas as amostras selecionadas de acordo com a sua composi¢do

como caso de estudo para determinacgéo de lipidos.

Tabela 2: Amostras selecionadas de acordo com a sua composi¢do como caso de estudo para
determinac&o de lipidos.

Amostra P6len/m? ,Esporos [BC total] [proteina] _an_tel]do
fangicos/m?3 pug/ms pug/m3 lipidico ()

362 M/2018 47 209 1,902 0,433 0,007
362 XL/2018 47 209 1,902 0,307 0,045
40 M/2018 39 156 1,311 0,236 0,004
40 XL/2018 39 156 1,311 0,178 0,021

75 M/2018 16 128 0,916 0,063 0,002
75 XL/2018 16 12 0,916 0,105 0,011

79 M/2018 65 35 0,870 0,073 0,106
79 XL/2018 65 35 0,870 0,126 0,052
127 M/2018 183 656 1,099 0,159 0,044
127 XL/2018 183 656 1,099 0,189 0,076
137 M/2018 706 611 0,987 0,207 0,047
137 XL/2018 706 611 0,987 0,303 0,019
150 M/2018 398 825 0,790 0,081 0,014
150 XL/2018 398 825 0,790 0,195 0,008
204 M/2020 12 2515 0,638 0,120 0,008
204 XL/2020 12 2515 0,638 0,097 0,008
339 M/2020 4 452 - 0,088 0,001
339 XL/2020 4 452 - 0,110 0,008
365 M/2020 10 121 - 0,179 0,005
365 XL/2020 10 121 - 0,185 0,005
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O conteudo lipidico dos casos de estudo esta representado no Figura 14. De entre 0s casos
de estudo analisados, os filtros da primavera/ verdo sdo 0s que apresentam uma massa
lipidica mais elevada na fracdo M e os filtros de inverno séo os que apresentam uma

massa lipidica mais elevada na fracao XL.

Pensa-se que este valor elevado de massa lipidica nos meses de primavera/ verdo se deva
ao elevado conteddo polinico existente no ar nesse periodo, uma vez que 0s graos de

polen existentes no ar apresentam lipidos na sua composi¢éo interna e externa.

Além do polen, os esporos fungicos existentes no ar atmosférico também apresentam
lipidos na sua composicéo e, por isso podem ser também uma contribuicdo para a massa

lipidica encontrada.
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Amostras analisadas

Figura 14: Conteldo lipidico, polinico e esporos fingicos encontrado nas fragdes M e XL dos
casos de estudo.

Através das cromatografias de camada fina (TLCs) realizadas observamos que 0s
diferentes extratos analisados apresentavam diferentes tipos de lipidos. Foram
identificados acidos gordos, triglicéridos, esteroides e fosfolipidos, o que esta de acordo

com os lipidos existentes tanto nos graos de pdlen como nos esporos fungicos (figura 15).

36



AR e CEMNERREd [ oA MUCTEAS LASARIARERE 4

o

Figura 15: Cromatografias de camada fina realizadas.
Os padrdes aplicados foram acido oleico (P1), colesterol (P2), oleato de colesterol (P3),
trioleina (P4) e dipalmitoilfosfatidilcolina (P5). Nas figuras 16-a) foram aplicados os extratos
dos filtros 75XL, 75M, 40M e 40 XL; b) foram aplicados os extratos dos filtros 79M, 79XL,
127M e 127XL; c) foram aplicados os extratos dos filtros 137M e 137XL; d) foram aplicados
o0s extratos dos filtros 150M e 150XL, 362M e 362XL; e) foram aplicados os extratos dos
filtros 204XL, 339M, 339XL, 365M, 365XL e 204M.

5.5 Anaélise da correlacdo entre a composi¢do bioguimica da PM e o tipo de
aerossol
Ao longo de todo o periodo de estudo observou-se uma fraca correlacdo entre a

concentracdo de proteina total e o conteudo polinico, contudo se estudarmos sé a
primavera observamos uma correlacdo positiva significativa entre estas variaveis, ao
nivel de significancia de 1% (p<0,0001) (figura 16). Isto pode acontecer devido ao facto
de, como vimos no subcapitulo 5.1, ser nos meses da primavera que se encontra valores
mais elevados de pdlen/m® de ar. Ou seja, a concentragio de proteina pode ser um

marcador importante para a monitorizacao deste bioaerossol durante a primavera.
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Figura 16: Variacdo da concentracdo de proteina no ar em funcdo da concentracédo de
polen (a) e analise de correlacdo entre os dois fatores na primavera (b).
A correlacdo é significativa no intervalo de 99% (p <0,0001).
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Quando tentamos estabelecer uma relagéo entre o contetdo polinico e a concentracdo de
proteina encontrada na fragdo XL obtivemos um resultado semelhante (R=0,746;
p<0,0001) contudo quando utilizamos a fracdo M para estabelecer a mesma correlagao
ndo obtemos uma correlacdo significativa estatisticamente (figura 17). Logo o contetdo
polinico parece ficar mais retido na fracdo XL do que na fracdo M. Isto vai de acordo com

as dimenso@es do polen, que normalmente séo entre 10 e 100 micrémetros (Jorge, 2022).
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Figura 17: Correlagdo positiva estatisticamente significativa entre a concentragdo de proteina e a
concentragdo de polen na fracdo XL (a) e M (b).
As correlacdes sdo significativas no intervalo de 99% (p<0,0001).

Relativamente ao conteido fungico, depois da remocdo de outliers, observou-se uma
relacdo estatisticamente significativa com a concentracdo de proteina total (p<0,0001)
(figura 18). Ou seja, a elevada concentracdo de esporos fungicos existentes no ar no
periodo do verdao/outono parece contribuir para a concentracao de proteina encontrada no

mesmo periodo.

Em relacdo a correlacdo com as diferentes fracdes, existe uma correlagdo estatisticamente
significativa com a fracdo XL (p<0,0001) e ndo existe qualquer tipo de correlacdo com a
fracdo M (figura 18 b) e c)). Relativamente ao conteudo fangico encontrado nesta ultima
fragéo, vimos que parecem existir 2 grupos diferentes de dados — um composto por fungos

de baixa densidade proteica e outro composto por fungos de alta densidade proteica.
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Figura 18: Correlacéo entre o conteido
fangico e a [proteina total] (a). No grafico b)
e c) esta representada a relacéo entre o
contetdo fangico e [proteina] na fracdo M e
XL, respetivamente.

A correlacdo do gréaficoa) e c) é
estatisticamente significativa no intervalo de
99% (p<0,0001). A correlacdo do grafico b)
ndo é estatisticamente significativa no
intervalo de confianga de 99% (p<0,0001).

Relativamente a relacdo entre a concentracdo de proteina total e a concentracdo de Black

Carbon no ar, existe uma correlacdo positiva significativa ao nivel de significancia de 1%

(p <0,0001). Quando esta correlacdo € estudada entre a proteina encontrada nas diferentes

fracbes M e XL, a relagdo com a proteina existente na fragdo M é semelhante, como se

pode observar na figura 19 - a) e 19 - b)). Contudo a relagdo entre a concentracdo de BC

e a concentracdo de proteina existente na fracdo XL apesar de continuar a ser

estatisticamente significativa é mais fraca (p< 0,0001) (figura 19-c)).
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Figura 19: Correlagédo positiva estatisticamente
significativa entre a [BC total] e a [proteina
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As correlagdes sdo significativas no
significativa no intervalo de 99% (p < 0,0001).

Acredita-se que esta relacdo mais fraca com a concentracdo de proteina existente na

fracdo XL se deva ao facto de a maioria das particulas de BC serem de dimensdes

submicronicas, ficando por isso retidas na fracdo M e contribuindo para a concentracédo

de proteina encontrada nessa fracdo (Malico et al., 2017).
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6. Concluséo

Neste estudo procurou-se avaliar a qualidade bioguimica do ar atmosférico, utilizando
como marcadores e inferir quais 0s seus principais impactos na sadde respiratoria, através
da determinacgdo do contetdo proteico, lipidico e em BC da PM. Neste &mbito procurou-
se investigar o seu perfil ao longo do ano e a sua relacdo com os bioaerossois mais comuns
no ar atmosférico, o polen e os esporos fungicos. Efetivamente, observou-se sazonalidade

na composicéo da PM.

Relativamente ao contetdo polinico, foi identificado o periodo da primavera (mar¢o a
junho), como sendo o mais propicio a ter impactos na salde respiratoria, nomeadamente
para individuos sensibilizados para alergénios, em resultados da elevada concentracdo de

polen, acompanhada também por uma elevada concentracao de proteinas e lipidos.

Em relacdo ao contetdo fangico, o periodo mais propenso a impactos na saude
respiratéria de individuos sensibilizados a esporos fungicos serd o periodo do verdo
(maio-agosto), uma vez que neste periodo existe uma maior concentragdo de esporos

fungicos/m?®.

O black carbon apresentou uma maior concentracdo nos meses mais frios (dezembro-
fevereiro), ou seja, nestes meses existe um maior risco para que existam respostas
inflamatorias ndo alérgicas exacerbadas no tecido do epitélio pulmonar devido a

exposicdo a BC.

E também de realcar que, a maior parte da proteina associada ao pélen se registou na
fracdo XL sugerindo para que estes tém uma maior capacidade para ficar retidos no inicio
na arvore respiratoria. A concentracdo em BC, apresentou correlacdo com ambas as
fracdes, embora mais forte com a fracdo M, sugerindo que este se distribui em particulas

de dimens0es variadas.

Conclui-se tambeém que a concentracdo de proteina pode ser um bom marcador para a

monitorizagdo do contetido polinico existente no ar, durante a primavera.

Em suma, existe sazonalidade no tipo e composigdo de particulas inalaveis ao longo do
ano, com efeitos diversos na salde humana, designadamente, promovendo doencas
respiratorias de cariz distinto. Assim, a monitorizacéo da qualidade bioquimica do ar que

inalamos poderdo contribuir para o desenvolvimento de estratégias de prevencéo.
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Por fim, e como perspetivas futuras, acredito que seria importante realizar estudos em
cultura celular, nomeadamente utilizando células pulmonares, para perceber as respostas
deste epitélio a PM com composi¢cdo em concentracbes diferentes, bem como ao

esclarecimento dos mecanismos subjacentes.
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Anexo 1

- Material

Luvas descartaveis

Pinga

Tesoura

Tubos de Falcon de 15 e 50ml

Para-filme

BalGes de Erlenmeyer de diferentes tamanhos
Copos de diferentes tamanhos

Micropipetas P10, P20, P200, P1000, P5000 e respetivas pontas
Tubos de centrifuga de 50ml

Microtubos de 5ml estéreis

Microplacas de 96 pogos

BalBes de fundo redondo

Seringas e filtros de seringa

Placas de cromatografia de camada fina
Pipetas de Pasteur

Camaras de cromatografia

Céamaras de iodo

Frascos de cultura de 75cm?
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- Equipamento
Balanca

Centrifuga

Agitador por inversao
Medidor de pH
Leitor de microplacas
Liofilizador

Agitador magnético
Microscopio

Placa térmica

Vortex

Leitor de microplacas

Rotavapor

- Reagentes
Albumina de Soro Bovino (BSA), 2mg/ml

Micro-BCA Protein Assay Kit
Metanol

Cloroférmio



- Solucdes

Tampdo bicarbonato de amonio, pH= 8,11-8,15 (8g de NH4sHCOs3; 700 puL de NHs4 para
1L H20)

Tampao fosfato de sddio alcalino 10mM, pH=7,4

Eluente de cromatografia de camada fina (8,4 mL de n-hexano; 1,5 mL de éter etilico; 0,1
mL de &cido acético)
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