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RESUMO

Trindade SHK. Efeito das diferentes fracdbes do material particulado
proveniente da emissdo de motores movidos a 6leo diesel sobre o epitélio
do palato da ra [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2011.

INTRODUCAO: A poluicio atmosférica é reconhecida como fonte de
possiveis agravos a saude. Estudos tem demonstrado uma clara associacao
entre aumento da concentracdo dos poluentes atmosféricos, especialmente
o material particulado proveniente de residuos de exaustdo de motores
movidos a diesel, com morbidade e mortalidade respiratoria e cardiaca na
populacdo geral. Até o presente momento, sabe-se que o material
particulado possui acdes deletérias sobre as vias aéreas superiores e
inferiores; contudo, ainda ndo sdo completamente conhecidas as acfes
toxicas isoladas das diferentes fracbes do material particulado do diesel.
OBJETIVO: O presente estudo teve por finalidade avaliar o grau de
toxicidade das fracdes organicas de baixa, média e alta polaridade e da
fracdo inorganica do material particulado proveniente da emissao de
motores movidos a 6leo diesel sobre o epitélio mucociliar. METODOS: Para
tanto, utilizou-se como modelo experimental a preparacdo do palato da ra,
gue possui um epitélio similar ao das vias aéreas de mamiferos. O estudo foi
dividido em duas etapas: Fase | - Quarenta palatos foram utilizados com
intuito de titular a concentracdo de material particulado bruto capaz de
promover um aumento significante no tempo relativo de transporte
mucociliar. Fase Il - Uma vez definida a concentracdo efetiva, cinqienta
palatos foram expostos aos seguintes tratamentos: material particulado bruto
do diesel (sem nenhum tipo de tratamento), material particulado do diesel
tratado com hexano (solvente que reduz a quantidade dos compostos
organicos de baixa polaridade), material particulado do diesel tratado
metanol (solvente que reduz a quantidade de compostos organicos de

polaridade intermediaria, gerando aumento relativo da concentracdo de
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organicos de baixa e alta polaridade) e material particulado do diesel tratado
acido nitrico (solvente que reduz a concentracdo de compostos inorganicos,
gerando aumento relativo da fracdo organica como um todo). Para fins de
controle utilizou-se um grupo com ringer-rd. As variaveis analisadas foram:
tempo relativo de transporte mucociliar, frequéncia de batimento ciliar e
analise histologica, na qual foram avaliados o volume proporcional de muco
acido, muco neutro, muco misto, de cilios, vacuolos, dos nucleos celulares e
intersticio e espessura epitelial. RESULTADOS: Fase I: A concentracdo de
material particulado bruto capaz de promover um aumento significativo no
tempo relativo de transporte mucociliar, e também do volume proporcional
de muco &cido (p<0,05), correspondeu a 12mg/L. Fase II: Observou-se: a)
aumento significativo no tempo relativo de transporte mucociliar e reducéo
significativa do volume proporcional de muco neutro no grupo acido nitrico;
b) maior volume proporcional de muco acido no grupo metanol (p<0,05); c)
auséncia de diferencas entre o grupo controle e o grupo hexano, tanto na
analise histologica quanto no tempo relativo de transporte mucociliar.
CONCLUSAO: Os dados obtidos sugerem que 0s compostos organicos de
baixa polaridade do material particulado proveniente da emissdo de motores
movidos a 6leo diesel desempenham um importante papel na toxicidade

aguda ao epitélio ciliado.

Descritores: poluicdo do ar, emissdes de veiculos, epitélio, cilios, material

particulado.
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SUMMARY

Trindade SHK. Effects of different fractions from diesel engines exhaust
particles on the frog ciliated epithelium [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2011.

INTRODUCTION: Air pollution is recognized as a source of potential health
problems. Studies have shown a clear association between increasing
concentration of atmospheric pollutants, especially particulate matter from
waste exhaust of diesel engines, and respiratory and cardiac morbidity and
mortality in the general population. To date, it is well known that particulate
matter from diesel exhaust has deleterious actions on upper and lower
airways; however, the isolated toxic actions of different fractions of the
particulate matter are not yet fully understood. OBJECTIVE: This study
aimed at evaluating the degree of toxicity of the organic fractions of low,
intermediate and high polarity and of the inorganic fraction of particulate
matter from diesel engines on the ciliated epithelium. METHODS: The
experimental model used was the frog palate preparation, which has a
similar epithelium to that found in mammalian airways. The study was divided
into two phases: Phase | - Forty palates were used in order to titrate the
concentration of intact diesel particulate matter able to elicit a significant
increase in the relative time of mucociliary transport. Phase Il — Once defined
the optimal concentration, fifty palates were exposed to dilutions with the
following treatments: intact diesel particulate material (without any
treatment), particulate matter from diesel exhaust treated with hexane
(solvent which reduces the amount of organic compounds of low polarity),
particulate matter from diesel exhaust treated with methanol (solvent which
reduces the amount of organic compounds with intermediate polarity,
generating a relative increase in concentration of organic compounds with
low and high polarity) and particulate matter from diesel exhaust treated with
nitric acid (solvent which removes inorganic compounds, eliciting a relative

increase of the organic fraction as a whole). For control purposes, a group of
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frog-ringer was used. The following variables were analyzed: relative time of
mucociliary transport, ciliary beating frequency and histological analysis,
which evaluated proportional volume of acid mucus, neutral and mixed
mucus, cilia, vacuoles, cell nuclei and interstice, and epithelial thickness.
RESULTS: Phase I. The effective concentration of intact diesel particulate
matter in eliciting a significant increase in the relative time of mucociliary
transport, and a proportional increase of acid mucus volume (p<0.05),
corresponded to 12mg/L. Phase Il: a) The nitric acid treatment caused a
significant increase in the relative time of mucociliary transport, and decrease
in the proportional volume of neutral mucus. b) A higher proportional volume
of acid mucus was found in the methanol group (p<0.05). c) There were no
differences between control and hexane groups regarding histological
findings and relative time of mucociliary transport. CONCLUSION: The
results suggest that organic compounds of low polarity from diesel engines
exhaust particles play an important role in the acute toxicity on the ciliated

epithelium.

Descriptors: air pollution, vehicle emissions, epithelium, cilia, particulate

matter.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo do ar nos grandes centros urbanos vem merecendo a
atencdo da populacdo como fonte de possiveis agravos a saude publica. De
fato, estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma clara associacao entre
aumento da concentracdo dos niveis de poluentes atmosféricos, em especial
o material particulado, com morbidade e mortalidade respiratoria e cardiaca
na populacdo geral (Pope, 1989; Dockery et al.,1993; Souza et al.,1998;
Martins et al., 2002).

Os poluentes atmosféricos podem ser basicamente divididos em
fracdo gasosa e material particulado em suspenséo, cuja principal fonte, nos
grandes centros urbanos, deriva da combustdo incompleta de combustiveis
fésseis provenientes de motores movidos a 6leo diesel. Os compostos de
emissado de motores movidos a diesel podem ser classificados em dois tipos:
0S que ndo causam danos a saude como O, CO,, H,O e N, e 0os que
apresentam prejuizos a saude, sendo estes subdivididos em compostos com
emissdo regulamentada, que sdo: mondxido de carbono (CO),
hidrocarbonetos (HC), 6xidos de nitrogénio (NOy), 6xidos de enxofre (SOy) e
material particulado (MP), e aqueles que ainda nédo estdo sob
regulamentacdo: aldeidos, aménia, benzeno, cianetos, tolueno e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs) (Neeft et al., 1996).

Os efeitos téxicos agudos dos gases de exaustdo automotiva sao
conhecidos desde o advento das maquinas de combustdo interna. Essas

maquinas liberam quantidade suficiente de CO para causar a morte por



intoxicacdo quando funcionando em ambientes fechados, tais como
garagens. Por esse motivo, a emissdo de CO foi uma das primeiras a ser
alvo das regulamentacBes. Outro exemplo sdo os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) que se ligam ao DNA, formando os adultos
HPA-DNA, especialmente o formado pelo benzo(a)pirenoepoxidiol (BPED),
(Scheepers et al.,, 1992; Perera, 1997), o qual esta relacionado a um
aumento da incidéncia de cancer de pulméo. Esse composto também atua
como estrégeno ambiental, sendo apontado como causador da diminuicdo
da fertilidade em machos de varias espécies de aves e mamiferos (Perera,
1997).

Contudo, os efeitos deletérios do material particulado do diesel sobre
a saude da populacdo sdo menos conhecidos. O MP produzido por uma
maquina movida a diesel consiste basicamente de aglomerados de nucleos
de carbono, hidrocarbonetos, SOz ou acido sulftrico e agua, adsorvidos ou
condensados sobre esses nucleos carboénicos (Lahaye e Ehrburger-Dole,
1994; Neeft et al., 1996). Ainda sobre os nucleos carbbnicos podem se
depositar outras particulas organicas como alérgenos em suspensao no ar,
(Knox, 1997).

A composicdo basica média do MP do diesel € 70% em massa de
carbono, 20% de oxigénio, 3% de enxofre, 1,5% de hidrogénio, menos que
1% de nitrogénio e aproximadamente, 1% de elementos tracos. Entretanto, a
composicdo elementar pode variar grandemente dependendo da qualidade
do diesel, desempenho do motor e modo de operacdo da maquina (Ahlstrém

e Odenbrand, 1989; Neeft et al., 1996).



Teoricamente, o material particulado do diesel pode ser subdividido
em duas partes: a fracao insolavel (FI), também chamada de porcao seca ou
fracdo carbonacea sélida, que € composta por carbono, contendo, ainda,
espécies inorganicas, como sulfatos e metais, sendo os ultimos derivados do
desgaste do motor ou do aditivo do 6leo lubrificante; e a fracdo organica, a
gual pode ser subdividida em soltuvel (FOS) e volatil (FOV), as quais contém
hidrocarbonetos derivados do combustivel e do 6leo lubrificante.
Dependendo do processo de combustdo, a fracdo organica sollvel pode
contribuir com cerca de dois tercos da emisséao total de particulados (Neeft
et al.,, 1996). Foi verificado que os hidrocarbonetos aroméaticos e outros
componentes mais pesados do combustivel, que podem se depositar nas
paredes do pistdo, sdo responsaveis pelo alto nivel de FOS durante a
operacdo de maquinas com carga intermediaria (Neeft et al., 1996).

O Brasil é o quinto pais do mundo em populacdo, com cerca de 194
milh6es de habitantes, sendo o Estado de S&o Paulo a unidade da
Federacdo com maior contingente populacional (41 milhdes de habitantes),
compreendido em uma area de 249.000 Km?. Possui uma frota automotiva,
com aproximadamente 18,3 milhdes de veiculos automotores, dos quais 1,1
milhdes de veiculos sdo movidos a diesel (CETESB, 2009). A cidade de
S&do0 Paulo compreende uma area de 1523 km? possui um contingente
populacional de 11 milhdes de habitantes e uma frota automotiva de 5,5
milhdes de veiculos, sendo 532.000 movidos a diesel (DENATRAN, 2008;
IBGE, 2009). A frota movida a diesel na cidade de S&o Paulo produz acima

de 30% de particulas primarias e 25% de aerossol secundario com um



didmetro aerodinamico abaixo de 10 um (CETESB, 2002). A idade e
tecnologia dos motores a diesel sdo completamente variaveis e sabe-se que
guanto mais antigos e desregulados o0s motores, maiores serdo as
guantidades de emissdo de material particulado (Neeft et al., 1996).

Até o presente momento, € consenso que 0 material particulado
proveniente de residuos de exaustdo de motores movidos a Oleo diesel
possui acdes deletérias sobre o sistema respiratério. Contudo, ainda nao
sdo completamente conhecidas as acfes toxicas isoladas das diferentes
fracOes deste material particulado. Conhecendo-se estas acfes, medidas
especificas podem ser aplicadas com intuito de reduzir a eliminacdo das
fracOes identificadas como mais toxicas, 0 que teria grande impacto sobre a

saude da populacéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Segundo a OMS, a poluicdo atmosférica tem sido reconhecida como
causadora de efeitos deletérios a saude. Estima-se a ocorréncia de 2
milhdes de mortes prematuras por ano no mundo causadas pela poluicao
atmosférica (Filleul et al.,2005; Forastiere et al., 2005; Goldberg et al., 2006),
sendo um dos grandes agentes responsaveis pela emissdo de poluentes
atmosféricos, os veiculos movidos a diesel. Considerando-se que,
diariamente, cerca de 12m?® (15kg) de ar s&o inalados pela maioria dos
individuos, quantidade essa que pode variar com a idade e nivel de
atividade de cada pessoa, é de se esperar que a qualidade do ar inalado
afete o metabolismo celular do organismo e, portanto, a saude do individuo
de forma global. Os poluentes do ar entram no organismo dos seres
humanos e de seres vivos principalmente pelo sistema respiratorio,
causando grandes desordens ndo apenas nestes sistemas, pois passam das
vias aéreas superiores e pulmdes para o sistema circulatério, afetando
outras funcdes fisioldgicas (Perera, 1997).

No ambito experimental, alguns estudos avaliaram os efeitos do MP
urbano e do diesel sobre modelos animais. Estudos pioneiros do Laboratorio
de Poluicdo Atmosférica Experimental, LPAE — FMUSP, avaliaram o efeito
da poluicdo urbana nas vias aéreas superiores de roedores. Bohm et al.
(1989) observaram alteracbes no epitélio nasal de roedores expostos a
poluicdo industrial (Cubatéo), e a poluicdo predominantemente originaria de

fontes automotivas (cidade de Sao Paulo), comparativamente a um grupo de



ratos controle, expostos ao ar ambiente, em uma cidade do interior com
baixos niveis de poluicdo, por seis meses. Os ratos expostos aos poluentes
atmosféricos de Cubatdo, apresentaram uma maior quantidade de muco
acido e os animais que permaneceram em S&o Paulo apresentaram
hiperplasia epitelial e aumento na quantidade muco na cavidade nasal em
comparacao ao grupo controle. Estes achados evidenciam os efeitos lesivos
da poluicdo atmosférica ao epitélio nasal em exposicbes cronicas.
Subsequentemente, outro estudo do LPAE verificou um aumento na
guantidade de muco acido e diminuicdo de cilios na cavidade de nasal de
ratos, expostos também por seis meses a polui¢do urbana da cidade de Séo
Paulo (Lemos et al.,, 1994). Mais recentemente, Pires-Neto et al. (2006)
também avaliaram os efeitos da exposi¢ao crénica a poluicdo de Sdo Paulo,
porém neste estudo o foco foi a avaliagdo dos efeitos do material particulado
urbano na mucosa nasal. Camundongos foram expostos desde o
nascimento ao ar ambiente de uma avenida de trafego intenso, em uma
camara sem filtros (cdmara suja) e outra com filtros para gases e material
particulado (camara limpa), por cinco meses. Verificou-se que no grupo
exposto aos poluentes houve um aumento na quantidade de muco &acido
principalmente nas regifes anteriores da cavidade nasal, denotando as
acOes agressivas do MP urbano sobre a mucosa nasal.

Em relacéo a exposicéo crénica a poluicdo urbana e efeitos nas vias
aéreas inferiores em modelos experimentais, um estudo do LPAE verificou
gue ratos, mantidos em um ambiente poluido com MP urbano,

demonstraram aumento da responsividade da via aérea a metacolina,



achado gque diminuiu quando estes animais foram mantidos em um ambiente
com ar ndo poluido (Pereira et al.,, 1995). Avaliando conjuntamente os
efeitos da exposicdo sub-crénica ao MP do diesel nas vias aéreas
superiores e inferiores, outro estudo do LPAE, desenvolvido por Yoshizaki et
al. (2010), demonstrou que a instilacdo nasal de pequenas quantidades de
MP bruto do diesel, por 60 dias em camundongos, resultou em aumento da
expressdo da proteina Mucb5ac nos pulmdes, da quantidade de muco acido
no epitélio nasal, de neutrofilos no lavado bronco-alveolar e de aumento da
espessura do epitélio nasal. A exposicdo ao MP do diesel por 30 dias néo foi
suficiente para alterar de maneira significativa a espessura do epitélio nasal.

Outros estudos do LPAE demonstraram os efeitos deletérios dos
poluentes atmosféricos em exposi¢cdes agudas. Macchione et al. (1999),
utiizando a preparacdo do palato da rd como modelo experimental,
verificaram que a exposicdo ao MP urbano, por 120 minutos, provocou
alteracdes deletérias na funcdo mucociliar, através de mecanismos
mediados por estresse oxidativo. Encontraram em seu estudo diminuicdo da
freqiéncia de batimento ciliar, da diferenca de potencial transepitelial,
deplecdo das mucinas neutras e reducao da glutationa nos palatos das ras,
expostos a diferentes concentracbes de MP urbano. A concentracdo de
muco &cido ndo apresentou diferencas na comparacdo entre o grupo
exposto ao MP urbano com o grupo controle. Carvalho-Oliveira et al.
(2005b), também utilizando o mesmo modelo experimental, verificaram que
a exposicdo aguda (100 minutos) ao ROFA (residual oil fly ash), que trata-se

do material particulado proveniente do residuo de industrias siderurgicas,



provocou diminuicdo do transporte mucociliar e da frequéncia de batimento
ciliar. A utilizacdo de substancias anti-oxidantes como a vitamina E e o n-
propril galato, teve efeito protetor sobre o epitélio, ndo havendo alteracbes
significativas no TMC e na FBC com administracdo destes compostos. Este
efeito protetor reforca a hipotese de que a agressao ao epitélio, mediada por
mecanismos oxidativos, desempenha um papel importante na lesdo epitelial.

Estudo subsequiente do LPAE, desenvolvido por Carvalho-Oliveira et
al. (2005a), avaliou o efeito da exposicdo aguda ao MP urbano sobre a
mutagénese e toxicidade celular em modelos experimentais com plantas,
(Tradescantia pallida e da Allium cepa, respectivamente). Em 2003, durante
uma greve geral dos 6nibus que circulavam na cidade de S&ao Paulo, foram
coletadas amostras do MP urbano nos dias da greve e comparados com o
MP urbano coletado em dias fora da greve. Em relacdo a composicédo do
MP urbano verificaram que as emissdes provenientes dos 6nibus movidos a
diesel exerceram grande influéncia sobre a sua composi¢cdo. O MP coletado
nos dias da greve apresentou uma menor concentracdo de elementos
tracos, enxofre e BTX (Benzeno-Tolueno-Xileno). Em relacdo a mutagénese,
verificaram que a exposicado da Tradescantia pallida ao MP urbano do dia da
greve resultou em uma menor formacédo de microndcleos em comparagao a
exposicdo MP urbano coletado fora da greve. Estes resultados demonstram
0 potencial mutagénico em plantas das particulas ambientais coletadas nos
dias fora da greve, jA que a formacdo de micronucleos € causada por
guebras no DNA das células das plantas. Em relacdo a toxicidade, néo

houve diferencas nos indices de mitoses no meristema primario do apice
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das raizes da Allium cepa, na comparacdo do MP urbano coletado na greve
vs. MP urbano coletado fora da greve.

Com intuito de avaliar o efeitos das diferentes fracbes do MP do
diesel sobre sistema respiratério, Laks et al. (2008) avaliaram os efeitos
destas particulas, quimicamente modificadas, sobre parametros respiratorios
(elastancia estatica e dinamica pulmonar) e parametros histologicos
(infiltrado polimorfonuclear no parénquima pulmonar de camundongos). O
experimento foi realizado com instilacdo nasal Unica das solu¢des e dividido
em cinco grupos: SHAM - com solucao salina, MP bruto - sem tratamentos,
grupo tratado com hexano (solvente que remove compostos organicos de
baixa polaridade e HPAs) (Laks et al., 2008), grupo metanol (solvente que
remove organicos de polaridade intermediaria) (Laks et al., 2008) e acido
nitrico, que remove predominantemente metais (Laks et al.,, 2008).
Verificaram que a reducdo de compostos organicos, promovida pelo
tratamento com hexano, resultou em um perfil respiratério e histolégico
muito semelhante ao grupo controle. Estes achados reforcam o papel dos
compostos organicos na toxicidade aguda ao sistema respiratorio. Contudo
este estudo ndo abrangeu todos os mecanismos envolvidos na defesa
epitelial, como a avaliacdo do transporte mucociliar, freqiéncia de batimento
ciliar e outros parametros histolégicos que denotam lesédo tecidual resultante
da exposicdo ao material particulado do diesel e suas fracdes, existindo
ainda esta lacuna na literatura.

Outros estudos experimentais avaliaram a relacdo da exposicdo ao

material particulado do diesel com sensibilizacao alérgica. O achado mais
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consistente destes estudos € a acao nitidamente adjuvante das particulas de
exaustdo do diesel na sensibilizacdo e aumento da intensidade das reacoes
alérgicas. Estudos animais revelaram um aumento nos niveis de IgE-
especifica bem como nos niveis de IL-4, IL-5 e GM-CSF, em resposta a
exposicdo ao MP proveniente do diesel (Muranaka et al., 1986; Takano et
al., 1997; Nel et al.,1998). Somando-se a estes achados, a exposicao a
produtos de exaustdo do diesel provocou inflamacao eosinofilica, aumento
na quantidade de células caliciformes, e hiperresponsividade em modelos
murinos de asma (Ichinose et al., 2002). Outro trabalho demonstrou que em
cobaias sensibilizadas através da instilacdo nasal de ovoalbumina, a
exposicao aos produtos de combustao de diesel aumenta a intensidade das
reacdes alérgicas nasais (Kobayashi, 2000).

Estudos em humanos avaliando os efeitos diretos da exposicdo ao
material particulado do diesel sdo mais complexos de serem executados
Além das limitacbes éticas, a falta de marcadores biolégicos adequados
dificultam a realizacdo deste tipo de estudo (Riedl e Diaz-Sanchez, 2005).

Em relacdo aos efeitos do material particulado nas vias aéreas
superiores de humanos, sabe-se que principalmente o MP proveniente do
diesel, com diametro aerodinamico ao redor de 10 pm, deposita-se na
cavidade nasal causando acdes deletérias. Estudos em humanos
demonstraram que a exposi¢do prolongada a niveis elevados de produtos
de combustdo de diesel induz a um processo de inflamacédo crénica com
hiperplasia de células -caliciformes e até alteracbes metaplasicas e

displdsicas da mucosa nasal. Estes resultados denotam, além de
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propriedades irritantes destes compostos gerando uma rinite quimica, acées
citotoxicas e genotodxicas (Gluck et al.,2003).

A exposicdo nasal crbnica a agentes irritantes pode se manifestar de
diferentes formas. Inicialmente pode ocorrer um processo inflamatério
inespecifico. Em exposicfes persistentes, segue-se a metaplasia escamosa,
hiperplasia de células caliciformes, erosdo da mucosa nasal chegando até a
neoplasias (Klimek et al., 2002). Um dos primeiros achados em exposicoes
agudas a irritantes € a perda dos cilios com minima alteracdo na arquitetura
do epitélio subjacente, Klimek et al. (2002). Subsequientemente, 0os proximos
eventos sdo degeneracdo das células epiteliais e disjuncdo celular pela
lesdo das "tight junctions”. Inicialmente a membrana basal permanece
intacta, porém, com exposi¢cdes prolongadas ou muito intensas pode haver
desagregacao de sua estrutura. Com a leséo epitelial permanente, o epitélio
mucociliar € substituido por um epitélio estratificado, teoricamente mais
resistente a agressdes (Klimek et al., 2002).

Ainda nas vias aéreas superiores a exposicdo ao MP do diesel é
capaz de intensificar as reacdes alérgicas. Em individuos submetidos a
provocacao nasal com 0,3 mg de MP do diesel (equivalente a exposi¢ao a
40 horas ao ar da cidade de Los Angeles), notou-se um aumento dos niveis
de IgE total circulante (Fujieda et al.,1998; Diaz-Sanchez et al., 1999, 2000).
Somando-se a estes efeitos, 0 MP do diesel pode interagir com alérgenos e
atuar como um intensificador das reacfes alérgicas nasais. Em pacientes
alérgicos, a provocacdo nasal com alérgenos associados ao MP,

proveniente das emissdes de motores movidos a diesel, gerou um aumento

13



de cinquenta vezes nos niveis de IgE especifica, em comparacdo a
individuos expostos somente ao alérgeno (Devousassoux et al., 2002). Em
relacdo a citocinas, a exposi¢cdo de individuos ao MP do diesel sozinho
estimulou pouco o aumento na concentracdo destes mediadores; porém,
guando expostos em associacdo com alérgenos, notou-se uma mudanca no
perfil das citocinas produzidas para a alca TH, e reducdo nas citocinas da
alca TH; (Fujieda et al., 1998, 2002). Em individuos alérgicos a acaros, os
niveis de histamina nasal, apés provocacédo com acaros domésticos, triplicou
guando expostos ao antigeno em associacdo com o MP do diesel (Diaz-
Sanchez et al., 1999, 2000). Esta intensificacdo na producdo de histamina
manifesta-se clinicamente por aumento nos escores de sintomas e por
diminuicAio na concentracdo de antigenos necessaria para 0
desencadeamento de sintomas. Deste modo, se administrado
conjuntamente com o MP do diesel, apenas 20% da quantidade de antigeno
necesséria ao desencadeamento de sintomas caracteristicos de rinite
resulta em sintomas alérgicos nasais.

Alguns estudos observacionais em humanos avaliaram os efeitos da
exposicdo crbnica ao MP urbano e efeitos nas vias aéreas inferiores.
Verificou-se que existe uma associa¢ao consistente entre exposi¢ao crénica
ao trafego com sintomas respiratérios inespecificos e alteracdo na funcéo
pulmonar. Criancas suicas expostas a altas concentracfes de PM;o urbano,
apresentaram trés vezes mais chance de tosse noturna e crbnica que
criancas que viviam em areas menos poluidas (Braun-Fahrlander et al.,

1997). Um estudo norte-americano encontrou resultados semelhantes,
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verificando um aumento de trés vezes na prevaléncia de tosse cronica nos
individuos expostos ao material particulado urbano (Dockery et al., 1993).
Alguns estudos também demonstraram que viver em proximidade ao trafego
€ um fator de risco para chiado no peito, aumento da severidade, evolucéo e
prevaléncia da asma. Asma diagnosticada por médicos foi mais frequente
em criancas que viviam até 100 metros de uma auto-estrada (van Vliet et al.,
1997), e criancas pré-escolares que viviam proximas a vias de alto fluxo de
veiculos foram mais propensas a internacdes por crises de asma (Edwards
et al., 1994).

Estudos intervencionistas em humanos, avaliando os efeitos da
exposicao controlada ao MP do diesel nas vias aéreas inferiores também
sao escassos, porém elucidativos. Estudos de exposicao rapida de humanos
saudaveis e asmaticos, em camaras, ao MP proveniente do diesel,
demonstraram a inducao de respostas inflamatoérias tanto da alca TH; como
da TH2. Nestes estudos foi demonstrado o aumento dos niveis circulantes de
neutréfilos e plaquetas, contagem de neutréfilos no escarro, e aumento dos
namero de mastocitos, neutréfilos e linfécitos em lavado brénquico. Em
associacao a estes achados, observou-se um aumento na concentracdo de
IL-6 E IL-8, e expressdo de moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1
(Nordenhall et al., 2000 , 2001). Em individuos com asma alérgica moderada
e mesmo em um grupo de individuos ndo asmaticos, também observou-se
gue uma rapida exposicdo ao ar misturado a compostos de exaustdo de
diesel, com concentracdes de 108 pg/m?, gerou aumento da resisténcia das

vias aéreas inferiores e resposta inflamatéria exacerbada (Stenfors, 2004).
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Importante é ressaltar que os niveis maximos de concentracdo de material
particulado na atmosfera, de acordo com a padronizacdo americana do
National Air Quality Standards, situam-se em 150 pg/m®, evidenciando o
potencial lesivo destas particulas mesmo em exposicdes breves e com
niveis considerados normais. Estes estudos sugerem que o MP proveniente
do diesel pode contribuir significantemente na inflamacdo pulmonar
associada a asma alérgica.

Avaliando os estudos previamente citados, verifica-se que, em
relacdo a sensibilizacdo e ao desencadeamento de sintomas alérgicos, tanto
nas vias aéreas superiores, quanto nas inferiores, a exposicdo MP do diesel
e urbano é capaz de promover uma piora nas manifestacdes clinicas, como
aumento na intensidade do sintomas de rinite (obstrucdo nasal, prurido e
crises de espirro) e asma (sibilancia, tosse, dispnéia), tornando, o que
normalmente seria uma resposta leve, uma manifestacdo clinicamente
relevante. Estas consideracdes podem explicar a alta prevaléncia de
sintomas alérgicos em individuos que moram perto de vias de trafego
intenso (Riedl e Diaz-Sanchez, 2005).

Os mecanismos pelos quais o MP do diesel exerce seus efeitos
biolégicos encontram-se em constante investigacdo. O maior foco dos
estudos, atualmente, tem sido o papel das espécies reativas de oxigénio
(ROS) e o consequente estresse oxidativo das células expostas a estes
compostos. ROS, como os superoéxidos, radicais hidroxila e peréxido de
hidrogénio, sdo capazes de reagir com proteinas, lipides e DNA gerando

dano celular. Qualquer processo inflamatorio é per se um evento mediado
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por estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode ser definido como
deplecdo da glutationa reduzida seguida por um aumento da concentracao
da glutationa oxidada (Rahman et al., 1999). Alguns marcadores de estresse
oxidativo podem ser coletados in vivo de maneira ndo invasiva, como 0
peréxido de hidrogénio, 6xido nitrico, monoxido de carbono, e 8-isoprostana,
gue séo liberados no ar exalado e podem correlacionar-se com o grau de
inflamacdo em pacientes asmaticos (Horvath et al., 1998; Montuschi et al.,
1999; Silkoff et al., 2000; Emelyanov et al., 2001).

Alguns estudos in vitro, que avaliaram tecido humanos e de modelos
experimentais, verificaram que o MP bruto do diesel foi capaz de induzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Macrofagos e células epiteliais
brénquicas, cultivadas em meios de cultura, foram capazes de induzir a
producdo de ROS apo6s a exposicdo ao MP bruto do diesel ou as suas
fracOes (Hiura et al., 1999, Li et al., 2002). Reforcando ainda o papel das
ROS no mecanismo de leséo celular, substancias anti-oxidantes, como a
acetilcisteina, foram capazes de diminuir a liberacdo de mediadores
inflamatorios em estudo experimental (Whitekus et al., 2002).

O ciclo vicioso de agressao celular e geracao de espécies reativas de
oxigénio geralmente é interrompido pelas defesas celulares anti-oxidantes.
Quando a intensidade desta agressao ultrapassa a reserva funcional destes
fatores protetores, o dano celular se instala. As primeiras enzimas
produzidas frente a um estimulo oxidativo séo as de fase 2, como a NADPH,
glutationa S-transferase M1, heme-oxigenase, lipo-oxigenase e outras

oxidases do citocromo P450. Se estas enzimas falham em neutralizar os
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efeitos das ROS, citocinas e moléculas de adesdo como a IL-4, IL-5, IL-13,
TNF-a, ICAM-1 e VCAM-1 séo produzidas, podendo levar a um aumento do
processo inflamatorio, que pode culminar em apoptose e/ou necrose celular
(Pandya et al., 2002; Cho e Kleeberger, 2010).

Em suma, os estudos supra-citados evidenciam os efeitos deletérios
do material particulado proveniente do diesel sobre a saude dos individuos
em geral, e em especial ao sistema respiratério. Contudo, a leitura e
interpretacdo destes resultados deve ser feita de maneira cautelosa ja que a
composicdo do MP do diesel pode variar de maneira importante,
dependendo da composicdo do diesel e de acordo com o tipo de carga a
gue o veiculo foi submetido. Estes fatores podem explicar algumas
discrepancias entre os estudos.

Analisando a literatura recente, verifica-se que algumas perguntas no
campo “material particulado do diesel — efeitos deletérios a saude”,
permanecem sem resposta. Dentre elas destacam-se o papel de alguns
mediadores inflamatorios na agressao e lesao epitelial mediada por estresse
oxidativo. O papel de substancias e enzimas anti-oxidantes e como aplicar
estes conhecimentos para a pratica clinica carecem ainda de maiores
investigacdes. Por fim, a influéncia da composicdo do diesel e de seu
material particulado na toxicidade ao epitélio respiratério ainda néo se
encontra completamente elucidada.

O melhor conhecimento dos efeitos das diferentes fracdes do material
particulado do diesel sobre o sistema respiratorio pode contribuir para o

desenvolvimento de novas politicas publicas que visem o controle da
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gualidade do diesel utilizado em paises em desenvolvimento, bem como
uma mudanca nos paradigmas de seus modelos de desenvolvimento

energeético.
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3 OBJETIVOS

O objetivo principal do presente estudo é avaliar, comparativamente,
0 grau de toxicidade das fracdes organicas de baixa, média e alta polaridade
e da fracdo inorganica do material particulado proveniente da emissédo de
motores movidos a 0Oleo diesel sobre um modelo experimental de epitélio
mucociliar - a preparacdo do palato da rd. Os objetivos secundarios do

estudo sao:

1) Estudar o tempo relativo de transporte mucociliar no palato de ra
durante a exposicao a diluicbes com concentracdes crescentes do
material particulado bruto do diesel (0, 3, 6 e 12mg/L), e a sequir,
durante exposicdo a diluicdes contendo MP do diesel
guimicamente tratado com metanol, hexano e acido nitrico

2) Realizar analise morfométrica do epitélio mucociliar do palato da
ra apdés a exposicdo dos mesmos as diluicdes supra-citadas,
avaliando volume proporcional de muco acido, neutro e misto,
cilios, vacuolos, nucleos de células e do intersticio e espessura

epitelial.
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4 METODOS

Para responder aos objetivos propostos, utilizou-se a preparacdo do
palato de rd (Rubin, 1990), como bio-indicador dos efeitos toxicos das
diferentes fracbes do material particulado coletado de retentores acoplados
a motores movidos a diesel. Em uma primeira etapa, os palatos de ra foram
expostos a diferentes concentracdes de MP bruto a fim de determinar-se a
concentracdo eficaz em aumentar, de maneira significativa o tempo relativo
de transporte mucociliar (TMC). Nesta etapa foram realizadas analise do
tempo relativo de TMC e andlise histolégica por meio de microscopia 6ptica
(MO). Na MO avaliou-se volume proporcional de muco acido, muco neutro e
muco com coloracdo mista, de cilios, vacuolos, do intersticio e do nucleo de
células e espessura do epitélio mucociliar (mensurado em micrémetros).
Apés a determinacdo da concentracdo capaz de promover um aumento
significativo no tempo relativo de TMC, novos palatos foram submetidos aos
mesmos testes, apenas com a concentracdo mais deletéria, somando-se a
avaliacdo da freqUéncia de batimento ciliar, porém expostos a diferentes

tratamentos do MP: tratamento com acido nitrico, hexano e metanol.

O trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em

sessdo de 10.05.06, sob o protocolo de pesquisa numero 330/06, (anexo 1).
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4.1 Obtencdo das diferentes fracdes do material particulado e

composicao basica das fracées do MP

O material particulado bruto do diesel foi coletado em um filtro bi-
metalico acoplado ao escapamento de um 6nibus da frota urbana da cidade
de Sao Paulo. Este filtro cria um campo capaz de reter as particulas da
exaustdo do diesel. O 6nibus estava equipado com motor Mercedes-Benz
MB 1620, com 210 hp de poténcia, sem controle de injecao eletronica de

combustivel, circulando com diesel comumente utilizado em Sao Paulo, com

500 ppm de enxofre. Este tipo particular de 6nibus foi escolhido devido a ser

o mais frequentemente utilizado, segundo informacdes fornecidas pela
Prefeitura Municipal de Sdo Paulo. O material coletado foi obtido ap6s um
dia de operacdo normal do 6nibus, do mesmo modo como descrito por Laks
et al. (2008). As fracdes do MP do diesel foram obtidas através de exposicéo

aos seguintes métodos de extracdo quimica:

1) Extracdo acida com acido nitrico - particulas de MP bruto do diesel
foram imersas em 160 ml de dgua mili-Q contendo HNO3; 65% para
ajustar o pH para 3,0, agitadas em agitador magnético durante 2
horas e a seguir colocadas em um misturador ultrassénico por 60
minutos sendo deixadas em repouso posteriormente por 24 horas.
Apés este periodo, a suspensao foi centrifugada por 20 minutos a

1800 rpm (rotagdes por minuto), a 5°C e posteriormente por 10
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2)

minutos a 5000 rpm a 10°C. O supernadante foi entdo coletado e
secado a 57°C por 48 horas antes de sua utilizacgao.

Tratamento com hexano e metanol (solventes com diferentes
polaridades): particulas de MP bruto do diesel foram imersas em
160ml de solugdes contendo hexano e metanol, agitadas em
agitador magnético por 2 horas e, a seguir, colocadas em um
misturador ultra-sénico por 60 minutos e deixadas posteriormente
em repouso por 24 horas. Apds este periodo, a suspensao foi
centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm, a 10°C. O supernadante
foi descartado e o material precipitado foi estocado em um secador

a vacuo por 15 horas.

O material particulado fracionado foi o mesmo utilizado por Laks et al.

(2008). Os resultados das andlises da composi¢cao quimica do material

particulado bruto do diesel e de suas fracbes estdo expostos nas tabelas

le?2.
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Tabela 1: Concentracdo de metais (ppm) em particulas de material

particulado bruto do diesel, antes e ap0s extracdo quimica com metanol,

hexano e acido nitrico, avaliados por espectometria por fluorescéncia de

RX (Laks et al., 2008).

Metais MP Bruto Metanol Hexano Acido Nitrico
Niquel (Ni) 0.181+ 0.037 0.140 + 0.009 0.319 £0.014 0.106 £ 0.026
Enxofre (S) 0.626 + 0.416 0.000 + 0.000 0.985 + 0.145 0.000 £ 0.000

Ferro (Fe)
Vanadio (V)
Chumbo (PB)
Cadmio (Cd)
Cromo (Cr)

Cobre (Cu)

74.566 + 2.266

0.037+0.013

0.050 + 0.047

0.029 + 0.008

0.161 +0.116

0.017 + 0.001

82.064 + 0.785

0.026 + 0.001
0.035 + 0.016
0.128 + 0,020
0.156 + 0.005

0.075 + 0.030

63.996 + 0.544

0.016 + 0.021
0.037 + 0,021
0.125 + 0.044
0.166 + 0,023

0.147 + 0.008

89.311 + 1.863

0.026 + 0.034

0.010 + 0.013

0.052 + 0.003

0.159 + 0.008

0.068 + 0.013

Valores em média + erro padrao
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Tabela 2: Concentracédo de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS)

em particulas de diesel intactas e apés procedimentos de extracdo quimica.

Valores estdo expressos em ng/g (Laks et. al., 2008). A andlise foi obtida

através de cromatografia liquida de alta performance.

HPAs MP Bruto Metanol Hexano Acido Nitrico
Naftaleno 49.23 ND ND ND
Acenafetileno 179.48 5.08 ND 35.79
Fluoreno 683.94 45.75 ND 80.37
Antraceno 94.73 ND ND 1.43
Pireno 12838.27 631.31 5.90 4457.30
Benzo[a]antraceno 1162.73 107.23 0.57 346.27
Benzo[b]fluoranteno 789.93 201.21 ND 749.51
Benzo[Kk]fluoranteno 562.28 10.58 0.03 55.80
Benzo[a]pireno 1642.28 26.42 0.15 68.11

ND= nédo detectavel
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Para a analise dos compostos inorganicos, Ni, S, Fe, V, Pb, Cd, Cre
Cu, utilizou-se a espectrometria por fluorescéncia de RX, (EDX 700 HS,
Shimatzu Corporation Analytical Instruments Division, Kyoto, Japan). A
dosagem dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foi efetuada
por meio da cromatografia liquida de alta performance. A concentracdo dos
seguintes HPAs foi determinada: Benz[aJantraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[ablantraceno e ideno[123-

cd]antraceno.

4.2 Preparacdo do palato de rd — medida do tempo de transporte

mucociliar (TMC)

A preparacdo do palato de ra (Rubin et al., 1990a), constitui um
conveniente sistema para o estudo do transporte mucociliar (figuras 1 e 2). A
rd possui em seu palato um epitélio mucociliar similar ao encontrado nas
vias aéreas de mamiferos, podendo ser utilizado para o estudo do transporte
de diferentes amostras de muco ou medidas de ativacao ou inibicao ciliar.

Foram utilizadas rds adultas (Rana catesbiana) provenientes do
ranario municipal de Mogi das Cruzes, pesando aproximadamente 100g. No
biotério, os animais receberam uma dieta balanceada e agua “ad libitum” até
0 momento da desarticulacdo dos palatos, de acordo com as rotinas dos

procedimentos veterinarios.
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Figura 1 - Preparacdo do palato da ra utilizada na mensuracao do tempo de

transporte mucociliar, onde 1 = nebulizador ultrassoénico, 2 = fonte de luz, 3 =
camara acrilica para manutencdo da umidade relativa do ar em 100%
durante a mensuracao do tempo de transporte mucociliar, 4 = lupa binocular

equipada com objetiva reticulada.
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Figura 2 - Preparacédo do palato da r&a, onde 1 = palato de ra dentro da

camara acrilica
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Utilizando hipotermia como anestesia, as ras foram rapidamente
decapitadas, suas mandibulas desarticuladas e os palatos removidos,
cortando-se desde a juncdo da faringe com o eséfago até a pele do dorso.
Os palatos excisados foram colocados em uma camara com uma gaze
embebida com solucéo de ringer-ra e armazenados em refrigerador a 4°C,
por dois dias, envoltos em filme plastico levemente apertado. Todos o0s
experimentos foram realizados apos 48 horas da desarticulacdo dos palatos
das rds e, no maximo, 5 dias apos, de acordo com o0s procedimentos
descritos por Macchione et al (1995;1999). Sob estas condi¢des, a atividade
ciliar € preservada (Rubin et al., 1990a). As ras da espécie Rana catesbiana
hibernam ou diminuem sua demanda energética nos meses de inverno,
possuindo mecanismos de reserva metabdlica. Sendo assim, mesmo apos a
desarticulacdo, mantém a viabilidade, funcdes biolégicas e capacidade de
resposta a diversos estimulos agressores por um periodo de até cinco dias
(Rubin et al., 1990a).

A medida do TMC foi obtida pela andlise do tempo de transporte de
uma amostra de muco posicionada sobre a superficie lisa e plana do palato
da rd com o auxilio de uma lupa estereoscopica com obijetiva reticulada. O
tempo de deslocamento da amostra entre dois pontos (As=6mm) foi medido
em segundos. Ao menos cinco medidas foram realizadas em cada analise
para verificar a consisténcia dos resultados. Antes das analises, amostras de
muco da prépria rd foram coletadas e armazenadas em frascos com 6leo

mineral, visando a ndo desidratacdo das amostras. Para a remocéo do 6leo
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mineral, antes das medidas do tempo de TMC, as mesmas foram imersas
em éter de petréleo. Este procedimento, de acordo com Rubin et al. (1990b),
ndo altera as propriedades de transporte e reoldogicas do muco. Os
experimentos foram realizados no LIM 05 - FMUSP sob temperatura
controlada (20° C). As medidas do TMC foram realizadas antes e apos a
imersdo dos palatos com as diferentes solucdes testadas no tempo zero
minutos (T0), trinta minutos apds imersdao na solucdo com poluente (T30),
sessenta minutos (T60) e noventa minutos (T90). Durante a medida do
TMC, os palatos foram mantidos em uma camara acrilica com 100% de
umidade proporcionada por um nebulizador ultrassénico, com solucéo de 2
Ringer com 73.8 mEqg/l Na*, 2 mEqg/l K*, 2.3 mEqg/l Ca®** e 78mEq/l CI. Sob
estas condi¢cdes experimentais a preparacao do palato de ra tem como unico

fator de influéncia as propriedades fisicas do muco (Macchione et al., 1995).

4.3 Analise da fregiéncia de batimento ciliar (FBC)

A analise da FBC foi realizada por meio de uma modificacdo da
técnica inicialmente descrita por Braga et al. (1973). Com auxilio de um
microscopio optico (Olympus, BX50, Tokyo, Japan), com aumento de 40
vezes, conectado a uma camara de video (Sony Trinitron, 3CCD, Tokyo,
Japan) e a um monitor de video, eram focados grupos de células ciliadas de
interesse no epitélio do palato da rd. Uma fonte luz estroboscopica
(Machinne Vision Strobe, Cedarhurst, NY) era colocada em frente ao epitélio

mucociliar, emitindo flashes de luz com freqiéncia variando de 0 — 30 Hz
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(figura 3). A luz incidente emitida pela fonte de luz era refletida pelo epitélio
ciliar e a fina camada de muco que o revestia. Esta reflexdo é ciclica, em
virtude das mudancas de direcdo dos cilios. Por controle manual, era
possivel definir o valor FBC quando a frequéncia de disparos dos flashes
tornava-se idéntica a FBC, e a movimentacdo na superficie do epitélio
deixava de ser visualizada.

Apoés a submersao dos palatos com as diferentes solucdes e fracdes
do MP foi realizada a andlise da FBC nos tempos zero, trinta, sessenta e

noventa minutos (T0, T30, T60 e T90), apés medida do tempo de TMC.
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Figura 3 - Método estroboscopico para medida da frequéncia de batimento
ciliar (FBC) onde 1 = fonte de luz estroboscoépica, 2 = microscopio optico, 3 =

monitor de video para avaliagdo da frequéncia de batimento ciliar.
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4.4 Microscopia optica (MO)

Apds a submersdo dos palatos nas diferentes concentracbes e
fracbes do MP por 90 minutos e completadas as anélises do tempo de TMC
e FBC, sua superficie epitelial era preparada para MO. Para o estudo
histolégico, foram coletadas amostras do epitélio de todos os palatos,
removidas sempre da sua por¢cao posterior, com dimensdes aproximadas de
1,5 por 1,5cm e fixadas em solucdo de formaldeido tamponado 4% para
processamento histolégico em blocos de parafina. O local da realizacao da
remocao do fragmento do epitélio do palato da ra esta ilustrado na figura 4.
As laminas foram coradas pela solucdo de acido periédico Schiff, que cora
em tom avermelhado granulos de muco neutro (PAS+) e Alcian Blue, que
cora em azul granulos de muco acido (AB+) (Prenta, 2009), (figuras 5 e 6,

respectivamente).
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Figura 4 — Local da remocé&o do fragmento do epitélio mucociliar no palato

da ra, da espécie Rana catesbiana (espaco delimitado pelo retangulo).
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Muco acido

Figura 5 - Imagem histolégica em aumento de 400 vezes do epitélio
mucociliar do palato da ra, da espécie Rana catesbiana, com coloracdo de
PAS-AB. No detalhe, encontra-se exemplificada estrutura considerada como

muco acido na analise histologica



Figura 6 - | Imagem histologica em aumento de 400 vezes do epitélio
mucociliar do palato da ra, da espécie Rana catesbiana, com coloracdo de
PAS-AB. No detalhe, encontram-se exemplificadas estruturas consideradas

como muco misto e neutro na analise histologica.
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Para a analise histomorfométrica foram capturadas fotografias

digitais, no formato jpg, de 10 campos nao coincidentes do epitélio do palato

de cada ra, no Museu da Patologia — FMUSP, utilizando-se microscopio

Leica DMR, com aumento de 400 vezes e camera fotografica Zeiss Axio

Cam MRc5. Posteriormente a aquisicdo das imagens, procedeu-se a analise

das mesmas, por meio do programa Image pro-plus para PC, com marcacao

manual das seguintes variaveis:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

namero de pontos coincidentes em muco acido (figura 5),

namero de pontos coincidentes em muco neutro (figura 6),

namero de pontos coincidentes em muco misto (figura 6),

namero de pontos coincidentes em cilios,

namero de pontos coincidentes em vacuolos,

namero de pontos coincidentes em intersticio e nucleo de células,
namero de pontos totais (somatdria dos pontos coincidentes em muco
acido, neutro, misto, cilios, vacuolos, intersticio e nucleos),

espessura do epitélio mucociliar.



Apés a marcacdo manual do numero de pontos coincidentes nas
estruturas supra-citadas, realizou-se a média aritmética dos valores obtidos
nas diferentes variaveis, nas dez fotos de cada animal, resultando assim, em
um resultado Unico por animal, em numero de pontos coincidentes nas
estruturas de interesse. Para o calculo do volume proporcional, procedeu-se
a divisdo do numero de pontos coincidentes em determinada estrutura pelo

namero de pontos totais obtidos, gerando, assim, resultados em proporcao.

4.5 Desenho do estudo

O estudo foi dividido em duas fases:

Fase I. Titulacdo da concentracdo do MP do diesel a ser utilizada no
protocolo. Para tanto, utilizou-se 40 palatos de ras, divididos em quatro
grupos de 10 animais cada, os quais foram imersos em MP bruto nas
seguintes concentracdes: 3mg/L, (n=10), 6mg/L, (n=10), 12mg/L, (n=10) e
solucéo de ringer ra (n=10), para fins de controle. Nesta primeira etapa, foi
avaliado o tempo relativo de TMC e realizada a analise histoldgica, de
acordo com o0s procedimentos descritos nos itens 4.2 e 4.4,
respectivamente. Ap6s a identificacdo da concentracdo que aumentou de
maneira significativa o tempo relativo de TMC, procedeu-se a fase Il do

estudo.
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Fase II: Cinquenta palatos foram subdivididos em cinco grupos submetidos
a imersdo em solucdo contendo o material particulado do diesel com os
seguintes tratamentos: 1) MP do diesel bruto, sem tratamentos, a 12mg/L
(n=10); 2) MP do diesel submetido a tratamento com acido nitrico (n=10), a
12 mg/L, 3) MP do diesel submetido a tratamento com hexano (n=10), a
12mg/L, 4) MP do diesel submetido a tratamento com metanol (n=10), a
12mg/L, e 5) grupo controle somente com solucdo de Ringer-rd. A ordem
das solucbes testadas foi decida por sorteio, de maneira cega, de modo a
randomizar a segunda fase do experimento, minimizando a possibilidade de
vieses de selecdo e fazendo com que o examinador ndo soubesse qual
solucéo havia sido testada em cada animal. A analise histologica também foi

realizada de maneira cega na segunda fase do estudo.
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4.6 Analise estatistica

Para a comparacao do resultados do TMC e da FBC foram realizadas
analise de variancia para medidas repetidas, levando em conta dois fatores:
tempo de exposicdo e concentracdo. Para a avaliacdo de normalidade
utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo
normal foram avaliados pelo teste Two-Way ANOVA e os dados com
distribuicdo nado-normal, pelo teste Kruskal Wallis. As comparacdes em
pares entre os grupos foram realizadas pelo teste de Tukey para os dados
com distribuicdo normal e os dados com distribuicdo ndo-normal foram
comparados pelo método de Dunn. Na andlise histolégica, na primeira fase
do estudo, realizou-se analise de variancia para medidas repetidas levando
em conta um fator: tipo de poluente. Para a avaliagdo de normalidade
utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo
normal foram avaliados pelo teste One-Way ANOVA e para os dados com
distribuicdo ndo-normal, utilizou-se o teste Kruskal Wallis. As comparacdes
em pares entre os grupos foram realizadas pelo método de Holm-Sidak,
para os dados com distribuicdo normal e para os dados com distribuicdo
nao-normal foram comparados pelo método de Dunn. Na segunda fase do
experimento, todos os dados apresentaram distribuicdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para analise dos dados utilizou-se o teste One-way
ANOVA e para comparacdes multiplas entre os grupos o teste LSD.
Padronizou-se, no presente estudo, o alfa em 5% e o beta em 20% (poder

80%).
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Resultados
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5 RESULTADOS

Na fase | do estudo, a analise do tempo de TMC dos 40 primeiros
palatos, mostrou que a concentracdo de 12mg/L foi a mais eficaz em alterar
de maneira significativa o TMC. Para essa analise optou-se pela utilizacédo
do tempo relativo de TMC, que é obtido dividindo-se o valor do TMC (em
segundos) a ser testado pelo valor, também em segundos, do tempo zero
minutos. Assim procedendo, os valores do tempo relativo no tempo zero das
diferentes concentracfes sempre € igual a 1 (tempo zero minutos divido pelo
préprio tempo zero minutos). Os valores abaixo de 1 significam que o TMC
foi menor que o controle e os valores acima de 1 expressam TMC maior que
o controle.

O grupo 12mg/L apresentou valores médios de tempo relativo de
TMC maiores que os grupos controle, 3mg/L e 6mg/L (p<0,05). O grupo
6mg/L apresentou valores médios de tempo relativo de TMC maiores que 0s
grupos controle e 3mg/L (p<0,05). O grupo 3mg/L ndo apresentou diferencas
em relacdo ao controle. A analise do fator tempo revelou que os valores
médios do tempo relativo de TMC no tempo 90 minutos foram
significativamente maiores que no tempo zero, trinta e sessenta minutos
(p<0,05). Os resultados do TMC sédo mostrados em segundos na tabela 3. O
comportamento do TMC, em tempo relativo, encontra-se ilustrado na figura

7.
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Tabela 3: Numero de animais avaliados e valores médios do tempo de
transporte mucociliar, em segundos, apos a submersao dos palatos das ras
nas seguintes diluices: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com
concentracdo 3mg/L, 6mg/L e 12mg/L, nos tempos zero, trinta, sessenta e

noventa minutos.

Grupo Namero de Tempo zero ~ Tempo 30min  Tempo 60 min  Tempo 90 min
Controle am:lr.mOaIS 13,25 10,61 11,80 11,90
3mg/L 10 13,98 13,26 13,41 15,73
6mg/L 10 12,98 14,05 15,80 19,21

12m/L 10 13,08 16,48 20,30 28,77
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Figura 7 — Variacdo do tempo relativo de TMC apds a submersdo dos
palatos nas diluices: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com
concentracdo 3mg/L, 6mg/L e 12mg/L, nos tempos zero, trinta, sessenta e
noventa minutos. As comparacdes entre grupos interligados pelos colchetes
revelaram diferencgas estatisticas significantes (*p<0,05). Niumero de animais

avaliados em cada grupo = 10.
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Na analise histoldgica da fase |, a avaliagcdo da variavel muco &cido
revelou que o grupo 12mg/L apresentou significantemente maior volume
proporcional que os grupos controle, 3mg/L e 6mg/L (p<0,001). Os grupos
controle, 3mg/L e 6mg/L ndo apresentaram diferencas entre si (p>0,05). Os
valores das médias e desvio padrdo sdo mostrados na tabela 4. Os
resultados estéo representados graficamente na figura 8.

O grupo 12mg/L apresentou volume proporcional de muco neutro
significantemente menor que o grupo controle (p<0,05). As comparagdes
entre 0s demais grupos ndo demonstraram diferencas. Os valores médios e
desvio padrdo do volume proporcional de muco neutro sdo mostrados na
tabela 5. A representacao grafica do encontra-se na figura 9.

A andlise do volume proporcional de muco misto ndo demonstrou
diferencas significativas nas comparacfes entre os grupos (p>0,05). Os
valores das medianas e distribuicbes nos quartis do volume proporcional de
muco misto estdo demonstrados na tabela 6. A representacdo grafica do
volume proporcional de muco misto encontra-se na figura 10.

A avaliacdo do volume proporcional de cilios revelou ndo revelou
diferencas significantes nas comparacfes entre os grupos (p>0,05). Os
valores das médias e seus respectivos desvio-padrdo do volume
proporcional de cilios estdo na tabela 7. A representacéo grafica encontra-se

ilustrada na figura 11.
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Tabela 4: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos
valores do volume proporcional de muco acido - andlise histolégica, fase | do
experimento, apds a submersao dos palatos das ras nas seguintes dilui¢des:
ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracdo 3mg/L,

6mg/L e 12mg/L (*p<0,001).

Grupo Numero de Média Desvio padrao
animais
Controle 10 0,113 0,036
3mg/L 10 0,116 0,022
6mg/L 10 0,142 0,058

12mg/L 10 0,232* 0,027
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*p<0,05

0,30 4

N %

gn!r‘-< ] ’//A
7

0,05 4

[ ] muco dado controle
B2 muco acdo 3 mgil
222 muco dcdo 6 mglL
252 muce dado 12 mgll

Figura 8 — Volume proporcional de muco acido — analise histolégica da fase
I. O eixo Y representa o volume proporcional de muco acido. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. As comparacdes entre grupos
interligados pelos colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes

(*p<0,001). Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 5: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos
valores do volume proporcional de muco neutro - analise histologica, fase |
do experimento, apés a submersdo dos palatos das rds nas seguintes
diluicdes: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracéo

3mg/L, 6mg/L e 12mg/L (*p<0,05).

Grupo Numero de Média Desvio padrao
animais
Controle 10 0,128 0,047
3mg/L 10 0,112 0,047
6mg/L 10 0,087 0,036

12mg/L 10 0,075* 0,039




*p<0,05
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Figura 9 — Volume proporcional de muco neutro — andlise histolégica da
fase I. O eixo Y representa o volume proporcional de muco neutro. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. As comparacdes entre grupos
interligados pelos colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes

(*p<0,05). Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 6: Numero de animais avaliados, medianas e distribuicbes nos
guartis dos valores do volume proporcional de muco misto - analise
histoldgica, fase | do experimento, apés a submersao dos palatos das ras
nas seguintes diluicées: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com

concentracdo 3mg/L, 6mg/L e 12mg/L.

Grupo Numero de Mediana 25% 75%
animais

Controle 10 0,072 0,0486 0,142

3mg/L 10 0,153 0,0600 0,306

6mg/L 10 0,172 0,0896 0,228

12mg/L 10 0,105 0,0846 0,134
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Figura 10 — Volume proporcional de muco misto — analise histologica da
fase I. O eixo Y representa o volume proporcional de muco misto. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. NUmero de animais avaliados

em cada grupo = 10.
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Tabela 7: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos

valores do volume proporcional de cilios - analise histologica, fase | do

experimento, apds a submersao dos palatos das ras nas seguintes dilui¢des:

ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracdo 3mg/L,

6mg/L e 12mgl/L.

Grupo Numero de Média Desvio padrao
animais
Controle 10 0,0610 0,0195
3mg/L 10 0,0669 0,0206
6mg/L 10 0,0809 0,0323
12mg/L 10 0,0878 0,0229
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Figura 11 — Volume proporcional de cilios — analise histoldgica da fase I. O
eixo Y representa o volume proporcional de cilios. A linha transversal no
meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior do box-plot
representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os circulos em preto
representam os “outlyers”. NUmero de animais avaliados em cada grupo =

10.
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A andlise volume proporcional de vacuolos revelou que o grupo
controle apresentou maior volume proporcional de vacuolos que o grupo
12mg/L (p<0,05). As comparacdes entre 0S outros grupos nao revelaram
diferencas significativas. Os valores das medianas e distribuicbes nos
guartis do volume proporcional de vacuolos estdo na tabela 8. A
representacado grafica encontra-se na figura 12.

A analise do volume proporcional dos nudcleos de células e do
intersticio ndo demonstrou diferencas significativas nas comparacdes entre
0s grupos. Os valores das médias e desvio padrdo dos volumes
proporcionais dos nucleos de células e do intersticio encontram-se na tabela
9. A representacao grafica € mostrada na figura 13.

A avaliacdo da espessura epitelial demonstrou que o grupo 6mg/L
apresentou valores significantemente menores que 0 grupo controle
(p<0,05). As comparacdo entre 0S outros grupos ndo demonstraram
diferencas significantes. Os dados da espessura epitelial encontram-se
detalhados na tabela 10. A representacdo grafica dos valores médios da

espessura epitelial e distribuicdo nos percentis sdo mostrados na figura 14.
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Tabela 8: Numero de animais avaliados, medianas e distribuicbes nos

guartis dos valores do volume proporcional de vacuolos - analise histoldgica,

fase | do experimento, apos a submersdo dos palatos das ras nas seguintes

diluicdes: ringer-rd (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracéo

3mg/L, 6mg/L e 12mg/L (*p<0,05).

Grupo Numero de Mediana 25% 75%
animais
Controle 10 0,0898* 0,0651 0,104
3mg/L 10 0,0649 0,0448 0,0863
6mg/L 10 0,0633 0,0479 0,0736
12mg/L 10 0,0370* 0,0331 0,0444
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*p<0,05
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Figura 12 — Volume proporcional de vacuolos — analise histolégica da fase I.
O eixo Y representa o volume proporcional de vacuolos. A linha transversal
no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior do box-plot
representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os circulos em preto
representam os “outlyers”. As comparacfes entre grupos interligados pelos
colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes (*p<0,05). NUumero

de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 9: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos
valores do volume proporcional dos nucleos celulares e intersticio - analise
histoldgica, fase | do experimento, apés a submersao dos palatos das ras
nas seguintes diluicées: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com

concentracdo 3mg/L, 6mg/L e 12mg/L.

Grupo Numero de Média Desvio padrao
animais
Controle 10 0,516 0,075
3mg/L 10 0,464 0,086
6mg/L 10 0,500 0,076

12mg/L 10 0,461 0,059
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Figura 13 — Volume proporcional dos nucleos celulares e intersticio —
analise histologica da fase I. O eixo Y representa o volume proporcional de
dos nucleos celulares e intersticio. A linha transversal no meio do box-plot
representa o percentil 50%. A linha inferior do box-plot representa o percentil
25% e a acima o percentil 75%. Os circulos em preto representam o0s

“outlyers”. Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.

60



Tabela 10: Numero de animais avaliados, medianas e distribuicbes nos
guartis dos valores espessura epitelial na analise histoldgica, na fase | do
experimento, apds a submersado dos palatos das ras nas seguintes dilui¢des:
ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracdo 3mg/L,

6mg/L e 12mg/L (*p<0,05).

Grupo Numero de Mediana 25% 75%
animais
Controle 10 48,625* 40,140 54,110
3mg/L 10 33,645 36,765 49,167
6mg/L 10 33,690* 30,840 34,230

12mg/L 10 32,150 23,910 46,860
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*p<0,05
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Figura 14 — Espessura epitelial, medida do apice dos cilios a membrana
basal — analise histologica da fase I. O eixo Y representa a espessura
epitelial em micrémetros. A linha transversal no meio do box-plot representa
o percentil 50%. A linha inferior do box-plot representa o percentil 25% e a
acima o percentil 75%. Os circulos em preto representam os “outlyers”. As
comparacoes entre grupos interligados pelos colchetes revelaram diferencas
estatisticas significantes (*p<0,05). Niumero de animais avaliados em cada

grupo = 10.
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Na segunda fase do experimento, além de avaliar o tempo relativo de
TMC e realizar a analise histoldgica, determinou-se a FBC. Os animais
foram divididos em cinco grupos, com 10 em cada (grupo controle — ringer
rd, MP bruto do diesel, MP do diesel tratado com hexano, MP do diesel
tratado com metanol e MP do diesel tratado com acido nitrico). Nesta fase,
0s experimentos foram realizados de maneira cega, de modo com que o
examinador ndo soubesse qual poluente estava sendo avaliado em todos os
experimentos. A ordem das diluicbes a serem testadas foi decida por sorteio,
de modo a minimizar a ocorréncia de vieses de selecdo. ApGs a analise dos
resultados obtidos na primeira fase do experimento, escolheu-se a
concentracdo 12mg/L, como a mais adequada para os testes com as
fracbes. Deste modo, nos testes de tempo de TMC e FBC, as variaveis
influenciadoras foram tempo de exposi¢cao ao poluente (zero, trinta, sessenta
e noventa minutos) e tipo de poluente. Para a analise histolégica apenas o
tipo de poluente foi variavel relevante.

Os resultados da analise do tempo relativo de TMC, na fase Il do
experimento, revelaram que houve uma diferenca significativa nas médias
da variavel tempo, com tempo relativo de TMC no tempo 90 minutos
significantemente maior que no tempo zero e 30 minutos (p<0,05). Quando
avaliou-se o fator grupo, verificou-se que os valores médios do grupo acido
nitrico foram significantemente maiores que o grupo MP bruto (p<0,05). As

outras comparacdes entre 0s grupos nao revelaram diferencas significativas.
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A analise da FBC nao demonstrou diferencas significantes, tanto intra
como inter grupos. Os valores médios do tempo de TMC em segundos, FBC
e 0 numero de animais avaliados encontram-se nas tabelas 11 a 16. O
comportamento do tempo relativo de TMC e FBC encontram-se ilustrados
nas figuras 15 e 16 respectivamente.

A andlise histoldgica revelou que o grupo metanol teve maior volume
proporcional de muco acido que o grupo controle (p<0,05). As comparacdes
entre 0s outros grupos nao revelaram diferencas significantes. O numero de
animais avaliados bem como as médias e desvio padrdo do volume
proporcional de muco acido da fase Il estdo na tabela 17. A representacao
grafica encontra-se ilustrada na figura 17.

O grupo &cido nitrico foi o que apresentou a menor volume
proporcional de muco neutro em comparagdo aos grupos controle e ao
grupo hexano (p<0,05). As comparacdes entre 0S outros grupos nao
revelaram diferencas significativas. O nimero de animais avaliados bem
como as médias e desvio padrdo do volume proporcional de muco neutro
estdo na tabela 18. A representacao grafica do volume proporcional de muco

neutro encontra-se ilustrada na figura 18.
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Tabela 11: Numero de animais avaliados, valores médios do tempo de

transporte mucociliar em segundos, apds a submersao dos palatos das ras

nas seguintes diluicées: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com

concentracdo 12mg/L, e MP tratado com hexano, acido nitrico e metanol,

nos tempos zero, trinta, sessenta e noventa minutos.
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Grupo NUm_ero_de Tempo zero Tempo 30 min Tempo 60 min Tempo 90 min
Controle anl]f-noals 19,06 17,66 19,68 20,29
MP bruto 10 14,81 14,30 14,95 15,13
Hexano 10 18,42 16,62 20,16 23,20
Acido nitrico 10 14,85 17,18 20,07 20,04
Metanol 10 17,91 17,89 19,11 23,35




Bola preta - Controle
Bola Branca- Bruto
Diamante branco - HNO3

14 Triangulo - metanol T
Quadrado - hexano
o) & -
A> g
g a
o 2 =
ke *p<0,05
=] S <
4 & T p<v,
£ 4 <
T - ; Y
= 5
A g e

Tempo de exposic3o (min

Figura 15 — Valores em tempo relativo de transporte mucociliar apés a
submersdo dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP tratado com
hexano, acido nitrico e metanol, nos tempos zero, trinta, sessenta e noventa
minutos, (eixo X = tempo de exposi¢cdo ao poluente em minutos, eixo Y =
tempo relativo). As comparacdes entre grupos interligados pelos colchetes
revelaram diferencgas estatisticas significantes (*p<0,05). Niamero de animais

avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 12: Numero de animais avaliados e medianas dos valores da
freqiéncia de batimento ciliar em Hertz, na fase Il do experimento, apds a
submersao dos palatos das rés nas diluicGes com ringer-ra. Encontram-se

descritas as distribuicbes dos valores nos percentis (25% e 75%).

Grupo Numero de Mediana 25% 75%
animais
Controle TO 10 17,866 17,254 21,034
Controle T30 10 16,360 13,394 19,208
Controle T60 10 16,750 14,296 23,826

Controle T90 10 18,749 14,290 21,210
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Tabela 13: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos

valores da freqiéncia de batimento ciliar em Hertz,

na fase Il do

experimento, apos a submersao dos palatos das ras nas diluicbes do grupo

MP bruto do diesel.

Grupo Numero de Média Desvio
animais padréo

MP bruto TO 10 14,387 2,112
MP bruto T30 10 13,969 1,650
MP bruto T60 10 13,621 1,634
MP bruto T90 10 13,574 1,864
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Tabela 14: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos

valores da freqiéncia de batimento ciliar em Hertz,

na fase Il do

experimento, apos a submersao dos palatos das ras nas diluices do grupo

metanol.
Grupo Numero de Média Desvio
animais padréo
Metanol TO 10 13,669 1,471
Metanol T30 10 13,326 1,012
Metanol T60 10 13,047 0,992
Metanol T90 10 12,653 1,543
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Tabela 15: Numero de animais avaliados e medianas dos valores da
freqiéncia de batimento ciliar em Hertz, na fase Il do experimento, apds a
submersdo dos palatos das ras nas diluicbes do grupo acido nitrico.

Encontram-se descritas as distribuicbes dos valores nos percentis (25% e

75%).
Grupo NUmero Mediana 25% 75%
de
animais
Acido nitrico TO 10 14,542 12,843 16,480
Acido nitrico T30 10 13,269 12,430 14,430
Acido nitrico T60 10 13,500 12,840 15,820

Acido nitrico T90 10 12,013 11,658 13,630
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Tabela 16: Numero de animais avaliados, médias e desvio padrdo dos

valores da freqiéncia de batimento ciliar em Hertz,

na fase Il do

experimento, apos a submersao dos palatos das ras nas diluicbes do grupo

hexano.

Grupo NUumero de animais Média Desvio padrao
Hexano TO 10 13,906 1,030
Hexano T30 10 14,104 1,149
Hexano T60 10 13,501 1,192
Hexano T90 10 12,849 1,278
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Figura 16 — Valores da frequéncia de batimento ciliar fase Il apdés a
submersao dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP tratado com
hexano, acido nitrico e metanol, nos tempos zero, trinta, sessenta e noventa
minutos (eixo X = tempo de exposicdo ao poluente em minutos, eixo Y =
freqiéncia de batimento ciliar em Hz). NUmero de animais avaliados em

cada grupo = 10.
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Tabela 17: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
volume proporcional de muco acido, na fase Il do experimento, apos a
submersdo dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel

tratado com hexano, acido nitrico e metanol (*p<0,05).

Grupo NUmero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 0,173* 0,058
MP bruto 10 0,181 0,043
Hexano 10 0,189 0,028
Acido Nitrico 10 0,188 0,045

Metanol 10 0,223* 0,065
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Figura 17 — Valores médios do volume proporcional de muco acido, na fase
Il do experimento, apds a submersdo dos palatos das rds nas seguintes
diluicdes: ringer-rd (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracéo
12mg/L, e MP do diesel tratado com hexano, acido nitrico e metanol. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. As comparacdes entre grupos
interligados pelos colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes

(*p<0,05). Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 18: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
volume proporcional de muco neutro, na fase Il do experimento, apds a
submersdo dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel

tratado com hexano, acido nitrico e metanol (*p<0,05).

Grupo Numero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 0,122* 0,048
MP bruto 10 0,115 0,054
Hexano 10 0,120* 0,042
Acido Nitrico 10 0,078* 0,035

Metanol 10 0,102 0,044
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Figura 18 — Valores médios do volume proporcional de muco neutro, na fase
Il do experimento, apds a submersdo dos palatos das rds nas seguintes
diluicdes: ringer-rd (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracéo
12mg/L, e MP do diesel tratado com hexano, acido nitrico e metanol. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. As comparacdes entre grupos
interligados pelos colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes

(*p<0,05). Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Em relacdo ao volume proporcional de muco misto, o grupo &cido
nitrico apresentou volume significantemente maior que o grupo MP bruto
(p<0,05). As comparacfes entre 0s outros grupos ndo revelaram diferencas.
O numero animais avaliados bem como as médias e desvio padrdo do
volume proporcional de muco misto estdo na tabela 19. O volume
proporcional de muco misto encontra-se ilustrado na figura 19.

A andlise do volume proporcional de cilios ndo revelou diferencas
significativas nas comparacfes entre 0s grupos. O numero animais
avaliados bem como as médias e desvio padrédo do volume proporcional dos
cilios encontram-se na tabela 20. Os resultados encontram-se ilustrados na
figura 20.

A analise da volume proporcional de vacuolos mostrou que 0 grupo
metanol apresentou valores significantemente menores que o grupo MP
bruto (p<0,05). As comparacdes entre todos 0s outros grupos nao revelaram
diferencas significativas. O numero animais analisados bem como as médias
e desvio padrédo do volume proporcional de vacuolos estédo na tabela 21. Os
resultados encontram-se ilustrados na figura 21.

A andlise do volume proporcional dos ndcleos e intersticio e da
espessura epitelial ndo revelou diferencas significativas nas comparacdes
entre os grupos. O numero de animais avaliados bem como as médias e o
desvio padrdao do volume proporcional dos nucleos e intersticio e da
espessura epitelial estdo nas tabelas 22 e 23, respectivamente. As
representacdes graficas encontram-se ilustradas nas figuras 22 e 23,

respectivamente.
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Tabela 19: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
volume proporcional de muco misto, na fase Il do experimento, apos a
submersdo dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel

tratado com hexano, acido nitrico e metanol (*p<0,05).

Grupo Numero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 0,104 0,043
MP bruto 10 0,089* 0,033
Hexano 10 0,120 0,042
Acido Nitrico 10 0,136* 0,056

Metanol 10 0,119 0,034
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Figura 19 — Valores médios do volume proporcional de muco misto, na fase
Il do experimento, apds a submersdo dos palatos das rds nas seguintes
diluicdes: ringer-rd (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracdo
12mg/L, e MP do diesel tratado com hexano, acido nitrico e metanol. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. As comparacdes entre grupos
interligados pelos colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes

(*p<0,05). Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 20: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
volume proporcional de cilios, na fase Il do experimento, apds a submersao
dos palatos das rds nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo controle), MP
bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel tratado com

hexano, acido nitrico e metanol.

Grupo Numero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 0,075 0,032
MP bruto 10 0,071 0,021
Hexano 10 0,065 0,020
Acido Nitrico 10 0,066 0,026

Metanol 10 0,054 0,022
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Figura 20 — Valores médios do volume proporcional de cilios, na fase Il do
experimento, apds a submersado dos palatos das ras nas seguintes dilui¢des:
ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e
MP do diesel tratado com hexano, &cido nitrico e metanol. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. Niumero de animais avaliados

em cada grupo = 10.
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Tabela 21: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
volume proporcional de vacuolos, na fase Il do experimento, apdés a
submersdo dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel

tratado com hexano, acido nitrico e metanol (*p<0,05).

Grupo Numero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 0,042 0,023
MP bruto 10 0,051* 0,022
Hexano 10 0,044 0,021
Acido Nitrico 10 0,046 0,015

Metanol 10 0,032* 0,014
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Figura 21 — Valores médios do volume proporcional de vacuolos, na fase Il
do experimento, apés a submersdo dos palatos das rds nas seguintes
diluicdes: ringer-rd (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracéo
12mg/L, e MP do diesel tratado com hexano, acido nitrico e metanol. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os
circulos em preto representam os “outlyers”. As comparacdes entre grupos
interligados pelos colchetes revelaram diferencas estatisticas significantes

(*p<0,05). Numero de animais avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 22: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
volume proporcional de nucleos e intersticio, na fase Il do experimento, apos
a submerséo dos palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo
controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel

tratado com hexano, acido nitrico e metanol.

Grupo Numero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 0,475 0,057
MP bruto 10 0,504 0,077
Hexano 10 0,465 0,037
Acido Nitrico 10 0,485 0,036

Metanol 10 0,469 0,049
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Figura 22 — Valores médios do volume proporcional de nucleos e intersticio,
na fase Il do experimento, ap6s a submersdo dos palatos das ras nas
seguintes diluicGes: ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com
concentracdo 12mg/L, e MP do diesel tratado com hexano, &cido nitrico e
metanol. A linha transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%.
A linha inferior do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil
75%. Os circulos em preto representam os “outlyers®. NUmero de animais

avaliados em cada grupo = 10.
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Tabela 23: Numero de animais analisados, médias e desvio padrdo do
espessura epitelial, na fase Il do experimento, apés a submersdo dos
palatos das ras nas seguintes diluicdes: ringer-ra (grupo controle), MP bruto
do diesel com concentracdo 12mg/L, e MP do diesel tratado com hexano,

acido nitrico e metanol.

Grupo Numero de Médias Desvio Padréao
animais
Controle 10 39,46 8,31
MP bruto 10 34,61 6,20
Hexano 10 37,82 8,14
Acido Nitrico 10 34,25 8,63

Metanol 10 38,23 8,01
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Figura 23 — Valores médios da espessura epitelial,
experimento, apds a submersado dos palatos das ras nas seguintes dilui¢des:
ringer-ra (grupo controle), MP bruto do diesel com concentracdo 12mg/L, e
MP do diesel tratado com hexano, &cido nitrico e metanol. A linha
transversal no meio do box-plot representa o percentil 50%. A linha inferior
do box-plot representa o percentil 25% e a acima o percentil 75%. Os

circulos em preto representam os “outlyers”. Niumero de animais avaliados

em cada grupo = 10.
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6 DISCUSSAO

Estudos realizados com o objetivo de avaliar a toxicidade do material
particulado da exaustdo de diesel ficaram em evidéncia a partir dos anos 80,
devido ao aumento de veiculos automotivos movidos a diesel. Contudo as
informacdes disponiveis sobre os efeitos associados a exposi¢cao aguda MP
do diesel sdo limitadas para caracterizar todo potencial toxico destas
particulas para a populacdo em geral (Wichmann, 2007). No entanto, com
base em estudos experimentais e observacionais em humanos, notou-se
gue a exposicdo aguda ao MP do diesel pode causar sintomas irritativos
agudos, como prurido ocular e hiperemia conjuntival, prurido e irritacdo
faringea, tosse e broncoespasmo, e sintomas neurofisiolégicos, como
nauseas e vertigens. Existem também, evidéncias de efeitos diretos no
sistema imunolégico, com a exacerbacdo das respostas alérgicas a
alérgenos conhecidos e sintomas semelhantes a asma. Estudos
epidemioldgicos foram realizados para investigar os danos a saude da
poluicdo ambiental de particulas finas (PM 2,5) e ultrafinas (PM menor que
2,5 micra de diametro aerodinamico). Os trabalhos revelaram impacto
respiratério e desfechos cardiovasculares, tais como aumento na
mortalidade diaria, nas internacdes hospitalares, de sintomas respiratérios,
do numero de infarto do miocardio, alteracdes inflamatérias sistémicas e de
mudancas em parametros eletrocardiograficos (American Lung Association,

Environmental Defense, 2003).
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Existem na literatura estudos que demonstraram que diferentes
fracbes do material particulado da exaustdo de diesel como a fuligem,
compostos organicos associados a particulas e/ou componentes da fase
gasosa possuem potencial carcinogénico (Scheepers et al.,, 1992). Estas
fracbes também retardam o “clearance” mucociliar dos pulmdes, levam a
inflamacéao tecidual e ao aumento da proliferacdo de células inflamatorias no
epitélio brénquico. Os compostos organicos do MP do diesel sdo conhecidos
por reagirem com macromoléculas, causando peroxidacao lipidica, dano no
DNA e/ou ativacdo de outras substancias genotoxicas como 0sS
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (Scheepers et al.,, 1992).
Somando-se a estas constatacdes, McClellan (1987), acrescentou a essas
consideracdes, outros efeitos deletérios da exposicdo a compostos
organicos do MP do diesel, como atividade mutagénica e carcinogénica em

bioensaios com bactérias e com células soméaticas de mamiferos.

O foco do presente estudo foi o de avaliar a resposta de um epitélio
mucociliar, pela analise de alguns indicadores de toxicidade epitelial, a
estimulos agressores proporcionados por diferentes fracdes de diesel
guimicamente tratadas. Em um estudo desenvolvido previamente,
demonstrou-se que o tratamento das particulas de MP do diesel com
metanol, hexano e &cido nitrico foi eficiente na modificacdo do perfil quimico
das mesmas (Laks et al., 2008).

Quanto aos aspectos metodologicos vale ressaltar, primeiramente,

gue as amostras de MP do diesel utilizadas neste estudo foram coletadas
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diretamente do escapamento de um O6nibus da frota urbana da cidade de
Sao Paulo, cujo tipo de operacao depende das condicbes de trafico e perfil
de pilotagem do motorista. O 6nibus estava equipado com motor Mercedes-
Benz MB 1620, com 210 hp de poténcia, sem controle de injecéo eletronica
de combustivel, circulando com diesel comumente utilizado em S&o Paulo,
com 500 ppm de enxofre. A tecnologia empregada no motor do 6nibus
escolhido e a qualidade do diesel utilizado refletem a situacdo encontrada
nos paises em desenvolvimento (tecnologia ultrapassada e diesel com alto
teor de enxofre).

A avaliacdo da composicdo quimica do material particulado do diesel,
apo0s os tratamentos de extracao quimica, revelou uma grande reducdo da
guantidade de compostos organicos de baixa polaridade (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos — HPAs) apos o tratamento com hexano. O
tratamento com metanol resultou em uma reducdo parcial dos HPAs de
média polaridade e remocéo total do enxofre. O tratamento com acido nitrico
promoveu um menor grau de remocao dos HPAs e retirada parcial de metais
e total do enxofre.

A preparacao do palato de ra foi escolhida como modelo experimental
para avaliacdo de agressdo aguda ao epitélio mucociliar pois constitui um
sistema adequado para o estudo do transporte mucociliar (Rubin et al.,
1990a). As ras, da espécie Rana catesbiana, possuem em seu palato um
epitélio mucociliar similar ao encontrado nas vias aéreas de mamiferos, que
possui excelentes respostas apds ensaios de intoxicacdo aguda ao epitélio,

mesmo sendo uma preparacdo “ex-vivo” (Macchione et al.,, 1999). As ras
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desta espécie diminuem sua demanda energética nos meses de inverno,
possuindo grande reserva metabdlica. Sendo assim, mesmo apds sua
desarticulacdo, o palato mantém a viabilidade, funcBes biologicas e
capacidade de resposta a diversos estimulos agressores por um periodo de
até cinco dias (Rubin et al., 1990a).

Optou-se pela utilizacdo do tempo relativo na andlise do transporte
mucociliar pois considerou-se essa variavel como mais adequada do que o
TMC em segundos, ja que o tempo zero torna-se igual para todos 0s grupos
(sempre igual a 1). Estes cuidados reduziram a ocorréncia de vieses devido
a diferencas entre grupos de ras, que apresentassem tempos basais de
transporte mucociliar diferentes entre si.

A utilizacdo das coloragcdes com acido periodico de Schiff (PAS) e
Alcian Blue (AB) foi escolhida devido a suas caracteristicas de capacidade
de coloracédo de mucinas com diferentes pH. A coloracdo com o AB somente
€ possivel em meios com baixo pH, onde a repulsdo de cargas exercidas
pelas proteinas, associada a alta massa deste corante, o0 deixa
moderadamente seletivo a mucinas &cidas altamente hidratadas. O PAS
possui afinidade a mucinas com pH mais alcalino (Prentg, 2009). Sendo
assim, quanto mais toxica for a fracdo testada, ou maior a agressao ao
epitélio mucociliar, espera-se que maiores quantidades de granulos de muco
acido (AB+) sejam encontradas nos campos estudados.

E bem conhecida a funcdo protetora do muco que recobre o epitélio

do sistema respiratério. Sabe-se também que a eficacia deste mecanismo
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depende grandemente das propriedades fisico-quimicas do muco
respiratorio (Jacquot et al., 1992).

A secrecdo de mucinas “in vivo”, geralmente iniciada por um
secretagogo, € rapida, ocorrendo dentro de segundos a minutos (Verdugo
1991, Davis, 2002). Ja a regulacdo genética e biossintese destas mucinas,
requer de 6 a 24 horas (Neutra et al., 1987). Em palatos de rd podemos
sugerir que o material particulado da exaustdo do diesel pode funcionar
como secretagogo, pois o experimento € realizado em 90 minutos, néo
havendo tempo para biossintese de mucinas, que, como mencionado, leva
de 6 a 24 horas. Excesso de muco nas vias aéreas pode ser decorrente de
trés tipos de alteracdo: (1) producdo aumentada através da super expressao
de genes da mucina (MUC); (2) excesso de producdo secundaria a
hipertrofia das células mucosas, hiperplasia, ou mesmo metaplasia; (3)
hipersecrecdo de mucina previamente formada e armazenada pelas células
caliciformes e glandulas das vias respiratérias (Adler et al., 2001). Baseado
no que foi discutido acima, para o palato de ra, a extrusdo de muco pode ser
causada pela hipersecrecédo de mucina ja formada.

Mucinas tém em sua composicdo 50-90% de carboidratos e
numerosos sitios de O-glicosilacdo por molécula, (de varias dezenas a
centenas), devido ao elevado numero de sequéncias de nucleotideos
repetidos em cada espinha dorsal da proteina MUC. Os estudos para
determinar e/ou prever quais serinas ou treoninas, nos nucleotideos
repetidos ou em mucinas, sdo O-glicosiladas ainda é um desafio (Gerken et

al., 2004). Ainda nao esté estabelecida se a complexidade das estruturas O-
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glicanas reflete niveis alterados de mucinas especificas nas secrecdes das
vias aéreas e/ou se alteracBes na glicosilacdo de proteina especificas do
MUC estdo presentes em doencas ou inflamacdo (Rose et al., 2006). Os
acUcares terminais, devido a sua hidrofobicidade ou carga, contribuem ou
determinam as caracteristicas fisicas e/ou propriedades biologicas das
mucinas. Assim, alteragcdes na glicosilacdo terminal das mucinas, que
podem ocorrer em estados de doenca, tém potencial para alterar as
propriedades fisicas das mucinas e as propriedades reoldgicas do muco
(Rose et al., 2006). Moléculas de &cido sialico e sulfatos transmitem cargas
negativas para mucinas que passam a apresentar baixos valores de
poténcial de ionizacéo e pH, enquanto fucose confere hidrofobicidade (Rose
et al., 2006).

A acidificacdo do muco, proporcionada por alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas das mucinas, pode levar a edema intra e inter-
celular e ao aumento da viscosidade do muco, o que leva a prejuizos no
sistema mucociliar e nas defesas do epitélio respiratério, (Giddens e
Fairchild, 1972; Holma et al., 1977; Holma, 1989). Lemos et al. (1994) e
Pires-Neto et al. (2006), em seus estudos, observaram que ratos e
camundongos, expostos cronicamente a poluicdo da cidade de Sao Paulo,
demonstraram uma mudanca no perfil de suas mucinas intra-epiteliais de pH
mais alcalino para acidificado, reforcando a suposicdo de que quanto maior
a agressao ao epitélio, maior quantidade de muco acido sera encontrada.
Contudo, em um estudo de exposi¢cdo aguda ao MP urbano, Macchione et

al. (1999) encontram reducdo na concentracdo de mucinas neutras, sem
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alteracdes significativas na quantidade de muco acido no epitélio do palato
dara.

No presente estudo, analisou-se, além do volume proporcional de
muco acido, neutro e misto, cilios, vacuolos, intersticio e nucleo de células, a
espessura do epitélio ciliar. Lemos et al. (1992) demonstraram que ratos
submetidos a exposi¢do croénica (6 meses) de poluentes da cidade de S&o
Paulo apresentaram aumento da espessura epitelial do septo nasal, em
decorréncia de hipertrofia do epitélio secretor. Contudo, Pires-Neto et al.
(2006) ndo encontraram diferencas na espessura epitelial do septo nasal de
camundongos também submetidos a exposicao cronica (5 meses) ao ar de
uma via de grande fluxo da cidade de S&o Paulo. Um estudo de exposicéo
sub-crébnica ao MP urbano do diesel, desenvolvido por Yoshizaki et al.
(2010) revelou que camundongos expostos a instilacdo nasal de baixas
concentracfes de MP do diesel por 2 meses apresentaram um aumento
significativo da espessura do epitélio nasal, contrariamente ao verificado na
exposicdo por 30 dias que ndo resultou em alteracdes significativas na
espessura do epitélio do septo nasal. Em verdade, os efeitos de exposicdes
agudas a grandes concentracdes de poluentes na preparacdo do palato da
rd, ndo sdo completamente conhecidos.

Verificou-se, na primeira etapa do presente estudo, uma reducéo
gradativa das medianas da espessura epitelial com o0 aumento da
concentracdo do MP bruto do diesel, fato que pode ser explicado por uma
possivel extrusdo do muco dos granulos das células caliciformes, como

mecanismo de defesa inespecifica do epitélio mucociliar. A hiperplasia do
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epitélio mucociliar do palato da ra ndo poderia acontecer por se tratar de
uma preparacdo “ex vivo" e ndo haveria tempo suficiente para ocorrer
hipertrofia, uma vez que requer biossintese de mucina que leva de 6 - 24
horas (Neutra et al., 1987) e a exposicdo é de curta duracao (90 minutos).
Na fase |, as medianas da variavel espessura epitelial na fase | diminuiram
progressivamente com o aumento da concentracdo dos poluentes; contudo,
somente o grupo 6mg/L apresentou valores significantemente menores que
0 grupo controle. O grupo 12mg/l, apesar de apresentar mediana menor que
0 grupo 6mg/L, apresentou maior variancia e presenca de "outlyers”.

Com relacdo a intoxicacdo dos palatos optou-se pela utilizacdo de
meio aquoso pois € 0 mais conveniente para experimentos com ras,
necessitado de menores quantidades de particulas em relacdo ao meio
aéreo, 0 que reduz o tempo dos processos de extracdo e 0s riscos de
modificacdo do perfil quimico das mesmas (Laks et al.,, 2008). Como
inconveniente, 0 meio aquoso pode interferir nos padrdes de distribuicdo e
tamanho das particulas (Laks et al., 2008). Estes aspectos geram algumas
limitacGes para a extrapolacédo dos resultados obtidos para o comportamento
destas particulas no ar atmosférico e suas interacbes com 0s seres Vivos
(Macchione et al., 1999).

Vale ressaltar que a fase | do experimento foi delineada para a
titulacdo de uma concentracdo de MP bruto do diesel que fosse realmente
eficaz em lesar o epitélio mucociliar. Os resultados obtidos no TMC denotam
que o potencial lesivo do MP bruto aumenta gradativamente em

concentracfes progressivamente crescentes. O grupo 12mg/L apresentou
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valores de tempo relativo de TMC significantemente maiores que o controle
nos tempos T30, T60 e T90 minutos, sendo entdo a concentracdo escolhida
para os experimentos da fase Il. Estes resultados estdo de acordo com 0s
encontrados por Macchione et al. (1999), que também observaram em seu
estudo, aumento significativo do tempo de TMC apds a exposicdo, por 120
minutos, dos palatos das rds ao MP bruto urbano. A andlise histolégica da
fase | confirma o potencial lesivo das particulas de MP bruto do diesel, ja
gue o grupo 12mg/L apresentou valor significantemente maior (p<0,001) de
volume proporcional de muco acido que os grupos controle, 3mg/L e 6mg/L.
Macchione et al. (1999) ndo encontraram alteracbes significativas na
guantidade de muco acido no palato da ra apés a exposicdo aguda ao MP
urbano. Este fato pode ser devido as menores concentracfes de MP
utilizadas naquele estudo, associadas a diferencas no perfil quimico das
particulas, que se tratavam de MP urbano e ndo de MP do diesel somente,
como no presente trabalho. Contudo, estudos de exposicdo sub-crbénica e
crbnica, como os desenvolvidos por Lemos et al. (1994), Pires-Neto et al.
(2006) e Yoshizaki et al. (2010), demonstraram uma maior concentracdo de
muco acido no epitélio nasal de roedores expostos tanto ao MP urbano e
como ao MP do diesel.

O grupo 12mg/L foi o que apresentou o0 menor volume proporcional de
muco neutro e de vacuolos, confirmando o potencial lesivo desta
concentracdo. A reducao do volume proporcional de muco neutro confirma o

achado do estudo de Macchione et al. (1999), no qual se demonstrou que
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guanto maior a concentracdo de MP urbano, menor a concentracdo de
mucinas neutras no epitélio mucociliar do palato da ra.

A avaliacdo do volume proporcional de cilios ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos. Lemos et al. (1994) verificaram que em ratos
expostos cronicamente a poluicdo urbana, houve uma reducdo na
guantidade de cilios nas por¢cdes superficiais do epitélio. Contrariamente aos
resultados apresentados por Lemos et al. (1994) o grupo 12mg/L nao
apresentou diferencas significativas em relacdo grupo controle quanto a
variavel volume proporcional de cilios. Estas discrepancias ocorrem
provavelmente devido a diferencas no delineamento dos dois estudos. O
presente trabalho avaliou a resposta do epitélio mucociliar do palato da ra,
uma preparacao "ex vivo”, frente a uma agressao aguda com concentracdes
maiores que as do ar ambiente. Lemos et al. (1994) avaliaram a resposta de
ratos expostos cronicamente a poluicdo urbana de S&o Paulo. Nossos
resultados demonstram que exposicdes agudas do palato da rd nas
concentracfes utilizadas ndo foram capazes de alterar significantemente a
guantidade de cilios na superficie do epitélio mucociliar.

A andlise de tempo relativo de TMC na segunda fase, por sua vez,
demonstrou que os valores médios do grupo acido nitrico foram
significantemente maiores que o grupo MP bruto. Estes achados reforcam a
hipotese que os compostos organicos desempenham um papel relevante na
toxicidade aguda ao epitélio mucociliar, pois 0 acido nitrico € um solvente
gue gera um aumento relativo da fracdo organica como um todo. Os grupos

metanol e hexano ndo apresentaram diferencas em relacédo ao controle e ao

98



grupo MP bruto. Nesta fase, ao contrario do ocorrido na fase I, o grupo
controle ndo apresentou diferencas em relacdo ao grupo MP bruto (com
concentracdo de 12mg/L). O grupo MP bruto reagiu de modo diferente, nédo
havendo aumento dos valores médios do tempo relativo como esperado,
sem a ocorréncia de diferencas significantes entre estes grupos. A analise
individualizada do grupo MP bruto na fase Il, revelou que em 5 animais do
grupo MP bruto a 12mg/L, houve reducdo do tempo de TMC no tempo
noventa minutos, em relacdo ao tempo zero. A presenca de “outlyers” pode
ser explicada por eventuais diferencas entre os lotes de rds. O biotério da
FMUSP tem capacidade para 20 rds; como no presente estudo foram
utilizados 90 animais, eventuais diferencas entre os lotes podem justificar
estes achados. No intuito de minimizar este possivel fator de viés, as ras
foram sempre obtidas do mesmo ranario, com peso ao redor de 100 gramas,
e alimentadas da mesma forma. Ras com aspecto visivelmente alterado ou
com tempo de transporte mucociliar maior que trinta segundos no tempo
zero foram excluidas dos experimentos. O grupo controle, nesta fase, teve o
comportamento esperado, ndo havendo diferencas do tempo zero para o
tempo noventa minutos.

A andlise da FBC nao revelou alteracdes significativas tanto na
analise do fator tempo, ou seja, ndo houve variacéo significativa nos tempos
zero, trinta, sessenta e noventa minutos, quanto a analise da variacao entre
0s grupos. Macchione et al. (1999) encontraram resultados semelhantes aos
nossos, ndo observando variacdes significativas na FBC apds a exposicao

dos palatos das ras ao MP urbano por 120 minutos. Estes achados sugerem
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gue, mesmo na presenca de alteracdes no TMC e na andlise histolégica, a
FBC pode nao variar de maneira significativa.

A andlise histologica da segunda fase revelou dados interessantes.
Observou-se que alteracfes histopatoldgicas podem preceder modificacdes
no tempo de TMC e na FBC, jA demonstrando os efeitos lesivos das
solucbes testadas mesmo na auséncia de alteracdes nos testes de
transporte e freqténcia.

A fase Il do estudo, por sua vez, sugere que 0S cCOmpostos organicos
de baixa polaridade desempenham um papel importante na toxicidade
aguda ao epitélio mucociliar, jA que no grupo metanol, um solvente capaz de
extrair compostos organicos de média polaridade, observou-se um aumento
significativo do volume proporcional de muco acido em relacdo ao grupo
controle. O grupo metanol apresentou volume proporcional de vacuolos
significantemente menor que o grupo controle. Os achados sugerem que o
tratamento com metanol resultou em uma maior agressividade ao epitélio
mucociliar. O maior volume proporcional de muco &cido, aliado ao menor
volume proporcional de vacuolos denota agressao epitelial. Estudos de
exposicao cronica e sub-crbnica demonstraram acidificacdo das mucinas
intra-epiteliais em roedores expostos ao MP urbano e do diesel (Lemos et
al., 1994; Pires-Neto et al., 2006; Yoshizaki et al., 2010).

A reducdo dos compostos de polaridade intermediaria gerada pelo
metanol resulta em um aumento relativo da concentracdo de organicos de
baixa e alta polaridade, evidenciando o potencial toxico destas fracoes.

Reforcando ainda estes achados, o grupo hexano, um solvente que extrai
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predominantemente compostos organicos de baixa polaridade, nao
apresentou diferencas quanto ao volume proporcional de muco acido, muco
neutro, muco misto, cilios, vacuolos, nucleo e intersticio e espessura epitelial
em relacdo ao controle. Deste modo, verificou-se que a reducdo de
compostos organicos de baixa polaridade foi fator de protecao ao epitélio. O
aumento relativo dos organicos de média e alta polaridade ndo teve
influencia na toxicidade aguda ao epitélio. Estes achados comprovam o
potencial deletério dos compostos organicos de baixa polaridade e estdo de
acordo com os achados de Laks et al. (2008) os quais observaram que a
reducdo da fracdo organica do diesel foi fator de protecdo ao sistema
respiratorio de roedores, ndo gerando alteracdes significativas em
parametros de funcdo pulmonar, como o grau de elastancia e dinamica
pulmonar, e em parametros histologicos, como o grau de infiltracdo de
neutréfilos no parénquima pulmonar.

Na segunda fase, ainda em relacdo ao volume proporcional de muco
acido, a comparacao entre os grupos controle e MP bruto ndo apresentou
diferencas significativas ao contrario do ocorrido na fase |I. Estes achados,
apesar de inesperados, ocorrem de forma coerente com os resultados do
tempo relativo de TMC, que também nao revelaram diferencas na fase I
entre o grupo MP bruto e o controle. Macchione et al. (1999) também néo
encontraram alteracdes na concentracdo de muco acido no palato da ra
exposto a concentracdes de MP urbano capazes de alterar de maneira
significativa o TMC e diminuir a concentracdo de mucinas neutras intra-

epiteliais.
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O tratamento com acido nitrico promoveu um aumento significativo do
tempo relativo de TMC em relacao ao grupo MP bruto. Aliado a isto, 0 grupo
acido nitrico apresentou uma reducédo significativa no volume proporcional
de muco neutro em comparag¢do ao controle e ao grupo hexano. A analise
do volume proporcional de muco misto revelou que o grupo acido nitrico
apresentou uma quantidade significantemente maior que o grupo MP bruto.
Contudo, nao alterou o volume proporcional de muco acido em relagdo ao
controle. A reducdo da fracdo inorganica, resultante do tratamento com
acido nitrico, com aumento da concentracdo relativa de todos os organicos,
foi fator de agressado ao epitélio. Em conformidade com estes achados, Li et
al. (2002) demonstraram que as fracBes organicas do MP do diesel
promoveram agressao oxidativa a macréfagos alveolares, especialmente
para particulas com alto teor de HPAs. Hidrocarbonetos aroméaticos
provenientes do MP urbano também foram capazes de induzir mutagénese
e alteracbes cromossémicas, traduzidos por maior formacédo de adultos de
DNA, associada a aberracbes cromossémicas em linfécitos no sangue de
corddo umbilical, de méaes expostas no periodo pré-natal, ao ar ambiente
com diferentes niveis de HPAs (Bocksay et al., 2005).

Nossos achados corroboram os resultados do estudo previamente
desenvolvido por Laks et al. (2008) que obtiveram na fracdo hexano,
auséncia de efeitos deletérios sobre a elastancia e dindmica pulmonar e
grau de infiltrado de neutrofilos no parénquima pulmonar, utilizando
camundongos como modelo experimental. Outros estudos apresentam o0s

metais como 0s possiveis agentes desencadeantes de toxicidade induzida
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por particulas. Gurgueira et al. (2002), por exemplo, demonstrou que a
toxicidade cardiaca e pulmonar em ratos expostos a fuligem de industrias
petroquimicas estava altamente relacionada a metais. Gavett et al. (2003)
demonstrou que os metais do material particulado urbano induziram
inflamacédo alérgica em camundongos, especialmente, zinco, magneésio,
chumbo, cobre, cadmio e arsénio. Os achados de nosso estudo néo
demonstraram o efeito toxico dos metais verificados em outros estudos.

Os resultados observados no presente estudo sdo, provavelmente,
decorrentes da baixa qualidade do diesel utilizada nos 6nibus da frota
urbana de Sdo Paulo (diesel 500 ppm de enxofre), aliada a queima
incompleta do diesel, resultante da auséncia de controle eletrénico de
injecdo de combustivel, que gera maior liberacdo de compostos organicos
(Khan et al., 2006; Liang et al., 2006).

Por outro lado, os resultados apresentados no presente estudo,
evidenciam que quanto maior foi o estimulo agressor ao epitélio, maior o
grau de acidificacdo do muco intra-epitelial. A utilizacdo de 6leo diesel com
baixa qualidade, com maior teor de enxofre, e consequentemente, maior
liberacdo de compostos organicos do MP do diesel, resulta portanto, em
alteracdes mais deletérias ao epitélio mucociliar e sobre a saude dos
individuos (Khan et al., 2006; Liang et al., 2006).

Uma grande fracdo do enxofre organico do diesel encontra-se sob a
forma de HPAs, que tém, sabidamente, potencial mutagénico e
carcinogénico (Liang et al., 2006; Kampa e Castanas, 2008). O enxofre no

diesel pode agir como um facilitador da formacédo de material particulado e
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SO,; por esta razdo, o teor de enxofre no diesel vem sendo alvo de
regulamentacdes pelo mundo. O estudo desenvolvido por Liang et al.
(2006) demonstrou que quanto maior a concentracdo de enxofre no diesel,
maiores sdo as emissfes de material particulado, compostos organicos
sulfurosos e HPAs. No presente estudo, verificou-se que a fracdo organica
do MP do diesel, particularmente, os compostos de baixa polaridade,
apresentaram efeitos deletérios sobre o epitélio mucociliar. Estes achados
reforcam a necessidade de aplicacdo de politicas mais restritivas em relagéo
a concentracao do enxofre no diesel comercializado no Brasil.

A problematica da qualidade do diesel comercializado no Brasil e de
seus efeitos sobre a salde da populacdo vem sendo discutida ha alguns
anos. Em 2002, a resolucdo 315 do Conama (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) previa a producéo do diesel S50 para o inicio de 2009, isto €, um
diesel com 50 partes por milhdo (ppm) de enxofre. Contudo, esta
regulamentacdo ndo foi cumprida. Hoje, o diesel produzido no pais
apresenta 2000 ppm de enxofre, no interior, e 500 ppm nas regides
metropolitanas, proporcdes marcantemente superiores as observadas a
Europa, onde a concentracdo de enxofre no diesel € de 10 ppm e nos
Estados Unidos da Ameérica, onde corresponde a 15 ppm (Saldiva e
Vormittag, 2010). Diante do ndo cumprimento da resolu¢cdo do Conama,
estima-se que, somente na cidade de S&o Paulo, cerca de trés mil pessoas
morram anualmente, em decorréncia da poluicdo atmosférica, resultante da
ma qualidade do diesel comercializado na capital (Saldiva e Vormittag,

2010).
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Frente ao exposto, os achados do presente estudo podem contribuir
para o desenvolvimento de novas politicas publicas que visem a
modernizacdo da frota urbana de transporte coletivo e para o
estabelecimento de novas politicas de regulamentacdo da qualidade do

diesel utilizado em paises em desenvolvimento.
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7 CONCLUSAO

Os achados do presente estudo mostram que o material particulado

bruto, proveniente das emissdes de motores movidos a diesel, apresenta

efeitos deletérios sobre o epitélio mucociliar do palato da ra.

As analises das fracdes do material particulado do diesel revelaram

gue os compostos organicos de baixa polaridade apresentaram maior

grau de toxicidade aguda ao epitélio mucociliar do palato da ra,

comparativamente as fragcbes de polaridade média e alta e a fracédo

inorganica, devido as seguintes constatacdes:

1)

2)

3)

Maior quantidade de volume proporcional de muco acido no
grupo metanol (solvente que reduz a quantidade de organicos
de polaridade intermediaria, gerando aumento relativo da
concentracdo de organicos de baixa e alta polaridade).
Auséncia de diferencas entre o grupo controle e o grupo
hexano em todas as variaveis analisadas (solvente que reduz a
guantidade dos organicos de baixa polaridade).

Aumento do tempo relativo de transporte mucociliar na fase Il e
reducdo do volume proporcional de muco neutro, promovida
pelo grupo &cido nitrico  (solvente  que  reduz
predominantemente compostos inorganicos, gerando aumento

relativo da fracdo organica como um todo).
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