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RESUMO ‘

Introducao: O conhecimento da aerobiologia local é fundamental
para o alergista. Os aeroalérgenos sao capazes de sensibilizar
e levar ao desenvolvimento de doengas respiratérias alérgicas,
portanto devem ser monitorados rotineiramente, tendo em vista
possiveis mudangas locais conforme alteragbes climaticas, po-
luicdo e atividades agroindustriais. Objetivo: Verificar a presenca
e concentragao do alérgeno principal da poeira da casca da soja
(Gly m 1) na atmosfera da cidade de Maringa-PR e possiveis
associagoes aos fatores climaticos. A escolha da soja deve-se
a alta prevaléncia desta cultura no Brasil e nesta regido do pais.
Até o presente momento, hd apenas um estudo piloto feito por
este mesmo grupo avaliando a presenca deste alérgeno no Brasil.
Métodos: Foram realizadas coletas de material atmosférico,
durante o periodo de marco de 2017 a margo de 2018, durante
24 ou 48 horas distribuidas no decorrer do periodo, totalizan-
do 70 amostras, das quais 10 foram excluidas por problemas
técnicos de coleta. As amostras foram avaliadas pelo método
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) para Gly m 1,
sendo que todas as amostras apresentaram niveis detectaveis
do alérgeno. Resultados: A mediana de concentragdo de Gly m
1 foi de 4,89 ng/m3. Os valores encontrados variaram de 0,66 ng/
m3 a 1826,1 ng/m3. Das 60 amostras analisadas, 23% delas
apresentaram valores superiores a 90 ng/m3, sendo os meses
de junho/2017 e margo/2018 com concentragdes mais elevadas.
Houve correlacédo positiva das concentragoes de Gly m 1 com
as temperaturas maxima, média e minima, umidade relativa,
vento e insolagédo. Conclusao: Os dados evidenciam exposicoes
constantes da populagéo ao alérgeno do Gly m 1, por vezes em
niveis elevados possivelmente capazes de gerar sensibilizagao
e sintomas.

Descritores: Alérgenos, soja, amostras de ar, ELISA.

‘ ABSTRACT

Introduction: Knowledge of local aerobiology is essential
for allergists. Because airborne allergens can sensitize the
population and lead to allergic respiratory diseases, they must
be routinely monitored for the effects of climate change, pollution,
and agroindustry. Objective: To verify the airborne presence
and concentration of the main soy hull dust allergen (Gly m 1)
in Maringd, PR, Brazil and possible associations with climatic
factors. Soybeans were selected due to the high prevalence of this
crop in this region. To date, only 1 pilot study (conducted by our
group) has evaluated this allergen’s presence in Brazil. Methods:
Atmospheric material was collected between March 2017 and
March 2018 in 24- or 48-hour intervals, totaling 70 samples, of
which 10 were excluded due to technical problems. The samples
were tested for Gly m 1 using enzyme-linked immunosorbent
assay, and all samples showed detectable levels of the allergen.
Results: The median concentration of Gly m 1 was 4.89 ng/m3,
with values ranging from 0.66 ng/m3 to 1826.1 ng/m3. Of the 60
samples, 23% showed values > 90 ng/m?3, with June 2017 and
March 2018 having the highest concentrations. There was a
positive correlation between Gly m 1 concentration and maximum,
mean, and minimum temperatures, relative humidity, wind, and
insolation. Conclusion: The data show that the population is
constantly exposed to the Gly m 1 allergen, sometimes at high
levels, which may lead to sensitization and symptoms.
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Introducéo

As mudancas na distribuicdo dos aeroalérgenos
ocorrem gradativamente no decorrer do tempo e
necessitam de monitoramento a fim de identificar
as exposicdes ambientais dos individuos, bem como
possiveis novas sensibilizacdes e desencadeamento
de sintomas respiratérios. O surgimento da alergia
molecular permitiu identificar com sensibilidade
e especificidade o perfil de sensibilizagdo dos
individuos. Da mesma forma, abriu perspectivas
para a compreensao dos alérgenos de cada local,
suas concentracdes e potenciais exposicoes das
populagdes’ 2.

Neste contexto, o alérgeno principal da poeira
da casca da soja, Gly m 1, passou a ser investi-
gado, particularmente em paises da Europa, por
estar relacionado a surtos de asma ocorridos nos
portos de algumas cidades, relacionados ao des-
carregamento dos grdos de soja nos silos37. Com
0 avango das pesquisas na area, compreendeu-se
que a dispersdo do alérgeno estava associada a
questdes climaticas locais, bem como os aspectos
genéticos populacionais8-10. Novas estratégias no
combate a dispersao deste alérgeno passaram a ser
utilizadas nos portos europeus, como colocagéo de
filtros nos silos, o que levou a reducgéo significativa
do Gly m 1 na atmosfera e impedindo novos surtos
de asma'l.

Contudo, apesar da importancia do Gly m 1
como aeroalérgeno, os estudos ndo avancaram na
investigacdo da presenca do alérgeno nas areas de
possivel dispersdao. Na ultima década nao existem
levantamentos aerobiolégicos deste alérgeno em
nenhuma localidade do mundo, apesar deste ser um
agente sensibilizante tanto da exposicao ocupacional,
quanto da exposicédo indireta®7:1%12, No Brasil, Pinto
e cols.'2 evidenciaram a sensibilizagcdo frequente
a soja em trabalhadores e habitantes das areas
produtoras de soja, mas sem realizar avaliagcoes da
concentracao do alergérno na atmosfera. Em um
levantamento piloto de Gly m 1 realizado em 2016
por este grupo, evidenciamos a presenca deste
alérgeno na atmosfera, o que motivou o avancgo do
presente estudo’s.

Métodos

Foram realizadas coletas atmosféricas periddicas
de marco de 2017 a margo de 2018. Para tanto, foram
utilizados filtros de fibras de vidro de borosilicato puro

(Pallflex®), de 47 mm de didmetro, resistentes ao calor,
com revestimento de fluorocarbono (tetrafluoroetileno,
TFE) resistente a umidade. Durante a amostragem do
ar, as variacoes de umidade no ar ou nos gases nao
causam reacdes quimicas no filtro.

O amostrador utilizado foi de material particulado
total, capaz de captar particulas de tamanhos va-
riados. O amostrador foi colocado na regiao urbana
do municipio de Maringa-PR, a 23,41° de latitude
sul, 51,97° de longitude oeste e 537 metros de alti-
tude, em ambiente externo a 90 cm acima do solo.
Foram coletadas 70 amostras, de 24 ou 48 horas.
A duracdo de cada coleta baseou-se no estudo pi-
loto realizado, bem como em outros trabalhos que
evidenciaram a presenc¢a do Gly m 1 em amostras
de 24 horas”-9:10.13 Foram excluidas amostras por
problemas técnicos, como queda de energia, chuvas
excessivas e tempo de coleta inadequado. Vale frisar
que o ponto de coleta dista 2,5 km, em linha reta,
da principal cooperativa de beneficiamento de soja
da regido. Os filtros coletados foram acondicionados
a -20 °C para posterior analise.

Para o preparo das amostras, os filtros foram
cortados em pedacos de 3 cm? e eluidos em solugdo
de NH,HCO, com BSA 1% (albumina sérica bovina
a 1%) e Tween 20® (Polisorbato) a 0,1%, homoge-
neizados em orbital a temperatura de 4 °C durante a
noite, perfazendo um volume final de 3 mL. Apds o
processo de eluicdo, o material foi centrifugado por
duas vezes, e realizada a extragdo do sobrenadante
utilizado para andlise por meio do ELISA.

O ELISA foi realizado com placas pré-
sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-Gly
m 1 (ALK-Abello®), conforme descrito por Gonzalez
e cols.5. Este método é de alta especificidade com
rara possibilidade de reatividade cruzada com outros
alérgenos. A placas foram previamente lavadas e
as amostras, curva padrao, controles e filtro branco
adicionados todos em duplicata. Na sequéncia,
colocado o anticorpo de deteccao biotinilado
(ALK-Abello®) acoplado a streptavidina-peroxidase
(STAV-PO, Thermo Fisher-Scientific®). Por fim, a
TMB (8,3',5,5'-Tetrametillbenzidina) foi adicionada as
placas incubadas em ambiente escuro e a reagado
interrompida com 4N H,SO,. A leitura foi realizada por
espectrofotometria entre os comprimentos de onda
de 490 a 650 nm, inferindo-se as concentracdes.

Os dados metereoldgicos foram coletados diaria-
mente de margo de 2017 a margo de 2018 do site do
INMET (Instituto Nacional de Metereologia) da esta-
¢ao metereoldgica de Maringa (OMM:83767, latitude:
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-23,4; longitude -51,91; altitude: 542 m). Foram eles:
temperatura maxima, minima e média compensada;
umidade relativa (UR); precipitacdo; velocidade e
dire¢édo do vento e insolacao.

Resultados

Foram coletados 70 filtros, durante o periodo de
12 meses (29 de margo de 2017 a 26 de marco de
2018). As coletas foram padronizadas em 1 ou 2 dias,
com média de 24 horas e 6 minutos ou 48 horas e 20
minutos, respectivamente. O volume de ar amostrado
em cada filtro foi, em média, 1,13 m3 de ar por hora.
Todos os meses tiveram filtros coletados, com a média
e mediana de intervalo entre as coletas de 5 dias. Do
total de filtros, 10 deles foram excluidos da analise
por coleta inapropriada.

As concentragdes de Gly m 1 por ELISA (ng/mL)
foram convertidas para ng do alérgeno por m3 de
ar por ser esta a unidade de medida mais utilizada.
A mediana encontrada foi de 4,89 ng/m3. Todas as
amostras apresentaram a presenca de Gly m 1, sendo
0 menor valor encontrado de 0,67 ng/m3, e a maior
concentragdo de 1826,1 ng/m3 (Figura 1).

Os filtros de 24 e 48 horas apresentaram concen-
tragcdes similares (Mann Whitney; p = 0,32), sendo
a mediana dos filtros de 24 horas de 4,4 ng/m3, en-
quanto que os de 48 horas apresentaram mediana de

concentracao de 6,3 ng/m3. Da mesma forma, quando
feita a andlise dos dois grupos, excluindo os valores
extremos (outliers), o grupo de 24 horas apresentou
mediana de 4,03 ng/m?3 e o de 48 horas apresentou
mediana de 3,09 ng/m3, evidenciando novamente
a homogeneidade entre os grupos (Mann Whitney;
p = 0,157). Para o célculo de outliers, utilizou-se como
valores o primeiro quartil de 2,24 e o terceiro quartil
91,4. Os outliers foram todos os valores acima de
225,2 ng/m3, totalizando 52 amostras.

Quanto aos dados metereoldgicos referentes aos
dias de coleta, a temperatura média foi 22,4 °C,
a UR 68,5%, e insolagéo de 7,7 horas. Os dados
foram similares ao demais dias do ano em que nao
houve coleta. O mesmo se deu com a intensidade
do vento, com média nos dias de coleta de 1,48
m/s, que trata-se de vento tipo aragem. Quanto a
direcdo do vento, houve predominio nos dias de
coletas de vento leste e nordeste. Ressalta-se que
a cooperativa encontra-se entre norte e nordeste
do ponto de coleta.

Foram verificadas correlacdes positivas das con-
centragdes de Gly m 1 com os fatores: temperaturas
e UR (Tabela 1). As mesmas analises estatisticas
feitas excluindo-se os outliers evidenciaram correla-
¢Oes positivas das concentragdes de Gly m 1 com
temperaturas, UR, insolacao e intensidade do vento
(Tabela 2).
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Tabela 1
Coeficientes de correlagdo (R) e determinagéo (R?) entre as concentragdes de Gly m 1 e dados metereolégicos

Concentracao Gly m 1 Concentracao Gly m 1
(Log™) (Raiz cubica)

R R2 p R R2 p
Temperatura maxima 0,73 0,53 < 0,001 0,72 0,51 < 0,001
Temperatura minima 0,71 0,5 < 0,001 0,7 0,49 < 0,001
Temperatura média 0,72 0,51 < 0,001 0,71 0,5 < 0,001
Umidade relativa 0,75 0,56 < 0,001 0,75 0,56 < 0,001
Precipitacao 0,37 0,14 0,003 0,4 0,16 0,001
Insolagao 0,66 0,43 < 0,001 0,64 0,41 < 0,001
Intensidade do vento 0,67 0,45 < 0,001 0,69 0,48 < 0,001
Direcédo do vento 0,32 0,10 0,012 0,32 0,10 0,012
Multivariada 2 0,79 0,63 NS 0,79 0,62 NS

a Com todas varidveis climaticas.
NS = n&o significativo.

Tabela 2
Coeficientes de correlacdo (R) e determinagado (R2) entre as concentragdes de Gly m 1 (sem outliers) e dados metereoldgicos

Concentracao Gly m 1 Concentracao Gly m 1
(Log'?) (Raiz cubica)
R R? p R R? p
Temperatura maxima 0,77 0,59 < 0,001 0,86 0,73 < 0,001
Temperatura minima 0,76 0,57 < 0,001 0,85 0,72 < 0,001
Temperatura média 0,76 0,58 < 0,001 0,85 0,73 < 0,001
Umidade relativa 0,74 0,55 < 0,001 0,83 0,69 < 0,001
Precipitagéo 0,29 0,08 0,038 0,36 0,13 0,008
Insolagao 0,71 0,51 < 0,001 0,79 0,62 < 0,001
Intensidade do vento (V) 0,65 0,42 < 0,001 0,74 0,55 < 0,001
Direcéo do vento 0,22 0,05 0,11 0,28 0,08 0,045
Multivariada* 0,82 0,67 0,008 para IV 0,89 0,78 0,010 para IV

a Com todas variaveis climaticas.
IV = intensidade do vento.
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Discussao

O alérgeno da poeira de soja é capaz de
causar sintomas respiratérios comprovados por
broncoprovocacdes' 5. Contudo, o impacto da
presenca do Gly m 1 na atmosfera segue incég-
nito. Baseado nos dados dos surtos ocorridos em
Barcelona na década de 90, acredita-se que a aler-
genicidade a poeira de soja ocorraem 1 a cada 1.700
pessoas'®. Sabidamente, fatores climaticos e particu-
laridades da populagéo interferem nesta sensibiliza-
¢ao e certamente na apresentacdo de sintomas'0-17.18,
Ademais, a alergenicidade da casca de soja pode ser
afetada pelo aquecimento durante o armazenamento
e transporte do grdo, o que pode produzir novos de-
terminantes de alérgenos ou aumentar a exposicao
aos epitopos por mudangas conformacionais’®.

Alguns estudos avaliaram a sensibilizagdo por
ELISA para Gly m 1 nas populagdes portuarias e
foram importantes para correlagéo do alérgeno com
os surtos de asma32021 Codina e cols.?? e Pendino e
cols.23 avaliaram a sensibilizagao por teste de puntura
ao extrato de casca da soja em adultos e criangas,
respectivamente, com asma. Ambos evidenciaram
sensibilizagdo a casca de soja mesmo em popula-
¢bes sem exposicao direta ao grao. Contudo, todos
os testados foram polissensibilizados, apresentando
reatividade também a acaros, fungos ou polens.

No Brasil, Pinto e cols.'2 identificaram que individu-
os sintomaticos que habitavam a zona rural em meio a
cinturdes de soja apresentaram 28% de sensibilizagao
ao grao, por teste cutdneo com extrato total, sendo
que 5% deles eram monossensibilizados a soja. Da
mesma forma, entre moradores da regiao fabril e ca-
minhoneiros que transportavam soja, a sensibilizacéo
foi elevada (22% para ambos 0s grupos), mas nao
exclusiva, ocorrendo também aos acaros de estoca-
gem e aos fungos que colonizam os graos. Nota-se,
portanto, que hd um grupo de individuos atépicos, po-
lissensibilizados, e a soja pode ser um sensibilizante
adicional neste contexto, em que os acaros e fungos
exercem o papel principal, como protagonistas das
manifestacdes respiratérias alérgicas.

Os niveis de Gly m 1 detectados na atmosfera
mostram-se mais elevados nas proximidades dos
locais de manuseio da soja. Dosagens realizadas na
area portuaria foram 12 vezes mais elevadas que a
5 km de distancia do porto'®. No presente estudo, o
ponto de coleta estava a uma distancia intermediaria
da cooperativa (2,5 km). Apesar de relativa distancia,
evidenciamos niveis de Gly m 1 detectaveis em todas

as amostras coletadas durante os 12 meses. Poeira
da casca de soja também pode ser produzida durante
os periodos de colheita e em todas as fases de be-
neficiamento da soja%1%24 o que justifica a presenca
perene do Gly m 1 na atmosfera de Maringa e néo
somente sazonal. Apesar da colheita ocorrer entre
janeiro e margo, a cooperativa trabalha no beneficia-
mento de graos durante o ano todo.

No presente estudo, identificamos algumas
correlagbes positivas quando tratados os dados de
concentragdo para Log'? e raiz cubica. A escolha por
realizar essas transformagbes dos dados se deve a
grande disperséo de valores encontrados (de 0,67
ng/m3 a 1826,1 ng/m3). Andlises de correlagao e re-
gressao sao influenciadas com a presenga de valores
extremos e a transformacéo dos dados pode reduzir
o efeito deste viés. As correlagdes foram maiores
quando retirados os outliers. Observamos correla-
¢ao positiva das concentragdes de Gly m 1 (em raiz
cubica) com as temperaturas (R > 85%), umidade
relativa (R = 83%), insolacao (R = 79%) e intensidade
do vento (R = 74%). Nos modelos de regressao linear
univariada utilizando novamente as concentragbes
tratadas em raiz cubica obtivemos R2 > 70% para
as temperaturas e R2 = 69% para umidade relativa.
De forma similar, na avaliagao realizada em Ancona,
Antonicelli e cols.'® observaram no modelo de regres-
sdo linear multivariada que as concentra¢des de Gly
m 1 sofreram influéncias dos fatores temperatura e
umidade relativa do ar.

Alta pressdo atmosférica, ventos calmos e a
diregéo do vento foram fatores possivelmente asso-
ciados a maior dispersdo do alérgeno Gly m 125:26,
No presente estudo, houve correlagdo positiva da
intensidade do vento com as concentragdes. Contudo,
durante todos os dias analisados, a intensidade do
vento foi considerada calma, variando de aragem a
brisa leve. Isto pode ter sido um fator de contribuicéo
para a dispersao constante do alérgeno. Quanto a di-
recao do vento, ndo evidenciamos correlagdo com as
concentracdes, contudo houve predominio de ventos
favoravelmente da cooperativa para o ponto de coleta,
o que pode ter favorecido a presenca diaria de niveis
detectaveis do Gly m 1.

Embora haja controvérsia acerca dos valores de
Gly m 1 capazes de desencadear sintomas, no pre-
sente estudo, alguns valores foram elevados. Das 60
amostras analisadas, em 14 (23%) foram encontrados
valores maiores que 90 ng/m3, com pico de 1826 ng/
m3 no més de margo de 2018. Destaca-se que em
quase todos 0os meses encontramos a0 menos uma
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dosagem superior a 90 ng/m3, com excecdo dos
meses de setembro 2017 e janeiro 2018, cujas con-
centragbes mensais foram as mais baixas, variando
de 1,09 — 2,85 ng/m3 e 0,66—13,9 ng/m3, respectiva-
mente. Em contrapartida, nos meses de junho 2017
e marc¢o de 2018 foram detectados os maiores niveis
de Gly m 1. Em junho de 2017 os valores variaram
de 1,98 a 1549 ng/m?3 (mediana 303,44 ng/m?3), e em
margo de 2018 houve variagédo de 6,35 a 1826 ng/m3
(mediana de 428 ng/m3).

Os baixos niveis encontrados em janeiro podem
ser atribuidos a precipitagéo, que foi intensa neste
més, com média de 21 mm nos dias de coleta, como
visto em outros estudos®. Valores mais elevados em
marco de 2018 coincidiram com o periodo de colhei-
ta da soja. Gijzen e cols.® também observaram que
os picos dos niveis de Gly m 1 se deram durante o
més de colheita (atingindo 73 ng/m?3). A presenca de
campos de cultivo nas proximidades, bem como a
forma de colheita realizada, podem influenciar nos
niveis encontrados.

Algumas limitacdes devem ser ressaltadas neste
estudo. As coletas foram realizadas em um unico
local da cidade e refletem apenas aquele ponto. A
altura de coleta foi a apenas 90 cm do solo, o que
poderia influenciar negativamente a amostragem
devido a anteparos proximos. Os dias de coleta
foram escolhidos por conveniéncia. Dias muitos
chuvosos eram automaticamente descartados pela
impossibilidade de expor o aparelho a chuvas mais
intensas. Particularmente as coletas de 48 horas
podem ter apresentado perdas com relacdo ao ma-
terial proteico por ficarem muito tempo expostas, em
temperaturas médias elevadas. Contudo os grupos
24 horas e 48 horas evidenciaram similaridade nas
concentragdes. Além disso, os dados climaticos sao
fornecidos apenas de forma pontual (2 ou 3 horarios
do dia) e avaliados por média.

Os presentes achados de Gly m 1 precisam ser
melhor explorados. A avaliagdo por meio de ELISA
para Gly m 1 dos individuos com sensibilizagéo
documentada a soja (por teste cutdneo ou IgE
especifica) poderia esclarecer a real sensibilizacao
desta populagéo, se esta se da por meio alimentar,
respiratério ou ambos. Outro ponto a ser considerado
e investigado é se individuos sensibilizados por via
respiratoria poderiam ter sintomas alimentares a
soja, e vice-versa. A realizagao de testes de provo-
cagao nasal, ocular ou brénquica com o alérgeno
da soja pode esclarecer qual o verdadeiro impacto

da dispersdo do Gly m 1 na atmosfera sobre os
individuos sensibilizados a soja?’.

Apesar das limitagdes apresentadas, o estudo
foi inovador por realizar pela primeira vez analises
ambientais de alérgenos da poeira da casca da soja
no Brasil. Os estudos de aeroalérgenos ambientais
sao fundamentais para o conhecimento do alergista,
possibilitando entender o meio ao qual o seu pa-
ciente é exposto, identificando os riscos, realizando
prevencédo e permitindo tratamento personalizado.
Em termos de saude publica, o conhecimento des-
sas exposicoes permite ao alergista atuar de forma
conjunta com outros profissionais (biélogos, ambien-
talistas e engenheiros ambientais), pois fortalece e
fomenta as discussdes no ambito politico acerca das
mudancas climaticas, poluicdo, emissdo de gases e
monitoramentos aerobioldgicos de todos os tipos.
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