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MANUSCRIPT PREPARATION

Manuscripts should be typed in 12-point type with margins of 2.5 centimeters (1 inch). Double pacing should be used throughout. Al papers should
be organized to indude: itle page, abstract, text, acknowledgments, references, figure legends, footnotes, tebles, and figures Each of the preceding
dements should begin on a separate page. While the Introduction should begin on a separate page, it is not necessary for the Methods, Resulits, and
Discussion section to begin on aseparate pege; insteed, they should follow after the Introduction, with two spaces separating each section. Pages should
be numbered consecutively, beginning with the abstract.

Abbreviationsand Acronyms

The American Journd of Respiratory and Criticd Care Medicine discourages the use of abbreviations and acronyms, and requires authors to avoid
them completely in the abstract. Abbreviations impose a burden on a reeder because the reeder must first decipher the writer's code. Thistesk distracts
the reader from concentrating on the science in an artide. A reeder should not need a glossary to understand an atide If a reeder is dreedy familiar
with an abbreviation and the writer usesit skillfully, it can ease communication. It is acceptable to subdtitute a standard abbreviation for an unwiddy
word or phrase gppeering more then five timesin amanuscript. An gbbreviation should never replace one short word: for example, do not use ETX for
endotoxin or ARfor arousd, whereas LAM for lymphangioleomyomatosisis accepteble A smpleway of avoiding abbreviationsisto use asubdtitute
word. Ingteed of writing "IRL" for "inspiratory resistiveload", smply write "load" after first stating whet type.

If an adbrevidion is used, the term should dways be firgt written in full with the abbreviation in parentheses immediately dfter it. Do not invent new
abbreviationswhere pre-exiding ones exi<t. If you use an abbreviaion, mekeit asendble one, such asthree capitd letterswithout periods. Avoid using
terms like Group 1 or Group A; reeders should not have to remember what Group 1 or Group A stands for. Insteed, write the "trested patients’ or the
"control group.”

Specidized jargon should so beavoided.

TitleP:

Lig dl of thefollowing items.

Title, which should belimited to 100 characters (count letters and paces, use no abbrevigtions)

Firg name, middeinitia, and last neame of each author

Name of department(s) and indtitution(s) to which thework should be attributed linked to each author with a corresponding number

Name and address of the author to whom requests for reprints should be addressed

Corresponding Author's email address, FAX number, and phone number (this can be a different Corresponding Author then the Corresponding

Author listed in ScholarOne)

All source(s) of support in the form of grants, gifts, equipment, and/or drugs

A short running head of no more than 35 characters (count letters and peces)

Lis ONE dexriptor number that bet dassfies the subject of your manuscript, usng the Subjet Category Lig for Authors

(http:/Aww . thoracic.org/publications/grecrm/coddist.asp)

State the word count for the body of the manuscript, exduding abstradt, references and online supplementary information for the Online

Repogitory; sate theword count for the Abstract on the Abstract page (numbered pege 1)

10. If materid is being submitted for the Online Data Supplement, plesse indude the following statement on the title page of the main manuscript,
"This artide has an online data supplement, which is accessble from thisissugs table of content online & www.agourndsorg”
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Abdract

The second page (numbered page 1) should carry an abdtract of not more than 250 words and labeled Abstract. The AJRCCM requires thet the abstract
be written in a structured format for origind reseerch artides. An abstract is required for State of the Art, Workshop reports, Clinical Commentaries,
Criticd Care Perpectives, and Pulmonary Perspectives, but need not be structured. An abstract is not required for manuscripts of the types Occasiond
Essay and Proand Con.

A sructured abstract mugt indude the fallowing heedings Rationde, Objectives, Methods, Measurements and Main Reslts, and Condlusions Avoid
along introductory section. A dear condusion isimperative, and al speculation should be avoided. The abdtract should be written in aformet thet can
be understood by both ressarchersand dinicians

Do not use abbreviations, acronyms, footnotes or referencesin the abstract

At the battom of the pege, Sete the number of words in the abdract and ligt 3 to 5 key words for use as indexing terms. These terms should not indude
wordsin the title of the manuscript. Key words are best expressed as MeSH (Medicd Subject Heedings) terms, the controlled vocabulary used by Pub
Med. The MeSH browser available a (http:/Aww.nim.nih.gov/mesVMBrowser.html) provides an online guide to the sdlection of key words.

Text

The text of artides should usudly, but not necesszily, be divided into the following sections: Introduction, Methods, Results, and Discussion. Long
atides may require subheadings within some sections to darify the contents, especidly the Results and Discussion sections: There should not be more
than two levels of subheadings. Subheedings must never be usad in the Introduction section.

Manuscripts should be concise. Verbose reports containing excessive redundancy and repetition arelesslikely to be acoepted.

The Introduction should contain background materid, and, most importantly, a dear rationde and hypothesis or centrd question. With rare exceptions,
theintroduction should contain less than 450 words (one and a hdf typed pages).

Statements referring to work in progress thet implies future publication, in the Journd or dsewhere, should not be used. Unpublished work should not
be dited in References, but may be dited in full parentheticaly within the text. Written permission from the author for ditation of unpublished work
should be mailed to the Peer Review Office.

All cases of tuberculods and dl designators of mycobacteria should be dassfied according to the 1990 edition of Diagnogtic Standards and
Clasdification of Tuberculogs, published by the American Lung Assodiation.

Generic names of drugs should be used ingteed of trade names. The location (city, stete, country) of amanufacturer listed in the text should be provided
ter thefirgt reference to the menufacturer.

Units of measurement should conform to current scientific usage and can be abbreviated when they fallow a number (eg., cm, nm, ml, g, mg, nmal)
but not otherwise. Unusud units should be defined.

Satisicd methods must be described and the program used for data andyss, and its source, should be stated. Summary stdtistics should define
whether dandard deviation (+ SD), variaility of the ssmple, or sandard error of the mean (+ SEM), uncertainty about the average, isbeing used.
Clinicd trids must follow the CONSORT guiddines (http:/Awww.consort-statement.org/statemernt/revisedgtatement.htm). The authors should ensure
thet their manuscript complies with the 22-item CONSORT checklist. The firgt figure in areport of adinicd trid must contain information regerding
progress through the pheses of thetrid, induding evollment, patient alocation, follow-up, and andyss



Methodsin the Print Verson

Materids and Methods should be limited to essentid new information. Informetion that is available in previous publications should be cited rather then
repegted. A limit of 500 words is recommended. Authors are encouraged to submit additional detail on Methods as a supplement for the Journd's
Online Repository. Exceptions to the 500-word limitetion for Methods in the print version of the paper will be granted if authors make a convincing
case in a letter in the "Author Comments' area on the website that the use of novd methodologies is centrd to the main point of the atide The
availahility of the Online Repository makes it possble for authors to destribe ther Methods in greeter detal then was ever possible in the past. Many
manuscripts are declined for publication because authors fail to describe their methods in sufficient detall. To indicate the presence of supplementary
materid being submitted for the Online Repository, authors should indude sentences a appropriate pointsin the main manuscript to dert the reeder; for
example, "additiona detail on the method for meking these meesurementsiis provided in an online data supplement.”

OnlineData Supplement

Authors may submit materids supporting the manuscript for posting in the Online Data Supplement of the American Journd of Respiratory and
Criticd CareMedicine.

Additiond text, tables (and supporting information), figures (and supporting information), and video and soundtrack files can be induded in this
section. Whenever possible, large video files should be broken down into separatefiles of five megebytesor less

The supplementary materid must be submitted Smultaneoudy with the rest of the manuscript and it will undergo peer review and be judged by the
same ariteria as the rest of the manuscript. The supplementary materid (text, figures, tables) must be gopended to the main manuscript being submitted
for consideration in the print journd. The cover sheet of materid being submitted for the Online Data Supplement should give only the manuscript title,
ligt the authors (not &ffiliations), and indude the statement "Online Data Supplement.”

Materid in the Online Data Supplement is independent from the manuscript and will gopear online only. In contrast, materid in the main manuscript
will appeer in both the print verson and the online version of the Journd.

When writing materid for the Online Data Supplement, authors are alowed to repeet sentences induded in the manuscript submitted for the print
journd if thiswill make comprehension easier. The figures and tablesin the Online Data Supplement should belabeled Figure E1, Table E1, and so on.
To indicate the presence of these items, the author nust make a satement in the main manuscript, such as "see Figure E1 in the online data
upplement.”

If citations are made in the Online Data Supplement, this supplement must contain its own independent reference section with the references numbered
seuertialy, even if some of these references duplicate thase in the print verson. The references should be numbered E1, E2, and S0 on.

If supplementary meterid was initidly submitted for condderation for posting in the Online Data Supplement, the materia reeds to be induded again
when arevised manuscript is being submitted.

When submitting a REVISED manuscript, ether online or in hard-copy format, that contains supplementary meterid for the Online Data Supplement,
authors must mail acopy of the supplementary materid ona3.5 inch diskette

The Editorid Office s&f is not respongible for extracting supplementary materid from the main manuscript for pogting in the Online Data Supplement.
All information indluded in the Online Data Supplement should be carefully reviewed, asit will not be copyedited or proofreed by the Journd Saff.
The Editorid Office g&ff will cregte the hypertext link between the Online Data Supplement and the online verson of the American Journd of
Respiratory and Criticd CareMediicine.
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atide
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The number of references dted in an atide is not limited. References should be typed double-paced, should begin on a separate shedt, and be
numbered in the order thet they gppeer in the text. All author's names (do not use et d.," except for references with more then ten authors), complete
atide titles and atides in press should be induded. Supply indusive page numbers. Submitted menuscripts thet have not been accepted for
publicetion are consdered as unpublished work and should nat be induded in the references. If an artide dited in References is in press, it must be
gppended a the end of the online submission.

Authors should make every effort to discuss their work in the context of the most recent reseerch in their fidd of inquiry. Before submitting a
manuscript (induding a revised manuscript), authors are encouraged to search the Y ear-in Review site on the Homepage of the American Journd of
Repiratory and Critical Care Mediicine (http://grccm.atgourndsorg/cgi/callectiony), and dso to use other literature search engines, to ensure that their
references are up to dete.
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Tables

Each table should condtitute a Single unit of communication, completdly informative in itsdlf. It should be possible to understand the informetion in a
tablewithout reading the text. Theinformation in avery smdl table can be presented more economicaly as one or two sentences of text.

Tables should be configured to fit verticdly on the printed page. They will be typeset to fit awidth of 3%2inches (9 centimeters) for single column or up
to 7/ainches (182 centimeters) for double column. Tables that do not fit into this format will be returned for reworking.

With Revisions, each table should be typed double-gpaced on a separate sheet. Do not submit tables as photographs or figures Tables should be
numbered consecutively, have a brief title, and be dited in text. Compare the titles of tables with one anather, and remove redundant words. Avoid very
broad and very narrow tebles. All tables should be rotated through 90 degrees to determine the orientation thet achieves the best presentation. Do not
insert horizontd or verticd linesin atable Large collections of detain atable are of interest to very few reeders. Such tebles should be submitted for
congderation for the Journd's Online Repasitory rather than for the print verson of the Journd.

Avoid arbitrary labds or dassifications, such as groups A and B, when spedific descriptors, such as"contrdl™ and "hypoxid', can be used.

All nongtandard abbreviations used in esch teble should be explained in footnotes. For footnates, use the following symbalsin this sequence: *, 1, &,
§1I,,**, 1T, ec.

Illugrations

Two copies of line drawings and graphs, and two photographic glassy prints of each hdftone should be submitted with the revised manuscript. Two
photogragphic prints of dl illustrations are required on submisson of revised manuscripts. llustrations must be good qudity, unmounted prints, Szed so
they can be reduced to awidth of 3 %2inches (8.7 centimeters) for sngle column, and not exceeding 7 %2 inches (18.2 centimeters) for double column.
All figures must be submitted in aformet thet alows their publication without reduction. Halftones must be on glossy paper. Line drawings need not be
on glossy paper; however, they may not be photocopies. We resarve the right to request glossy prints and to return unacoeptable configurations for
additiond cropping and/or verticd orientation at the author's expense.

The sze of the symbols and lettering should be in scele with the figure. Lettering on figures should have a sans seif font, such as Helvetica, and be of
uniform size. All figureswithin amanuscript should be the same point Sze.

Multipart figures should be submitted as Single composites, with each pand labded (eg., A, B). Labdsindicating subparts of afigure (A, B, C, c)
should be boldface and capitdized, but should not be larger than the type used in the text of the published article (i.e, after the figureisreduced to fit the
width of one column, the labels and text in the figure should not belarger then 10 points[3-4 mm in height]).

Do nat put a cgption ebove a figure The title for a figure should be described only in the figure legend, and not gppeer on the figure. Explanetions of
symbals should gopear only in the figure legend, and not in the actud figure. Labds should be placed within the body of the figure, not outsdeit. The
abtissaand ordinate of each graph should be labded dearly.

Minimize the number of tick marks on the axes and do not number each tick. Design figures <o thet you nead the leest possible number of letters
Avoid bold Iettering, because this looks unplessantly dark when printed. The style and format df lettering exoept for indicating subperts of figures
should be uniform throughout dl the figures in @ manuscript. Use lower case rather then capitd etters in the labels of a figure Make letters and
numbers of asze that will enable them to ppear about 2 to 3 mm high &fter reduction. L eave adequete space between the lettering and the axis.

The legend and figure form a sgparate unit and mugt be fully sdif-explanatory. By reeding the legend, the reeder should be able to understand the main
findingsin anillustration without looking & the text of an artide:

The back of each illutration should be marked with its number, the firgt author's name, and the top indicated. Mark lightly or use alabdl; do not use
paperdipson figures.

Additiond figures may be submitted as supplementary information, subject to peer review, for publication in the Online Data Supplement.

Color

The cogt of publishing color art in the Journd is partidly subsidized by the ATS with a portion of the costs hilled to authors according to the following
prices $650 for the first color page and $400 for each additiond page thet contains color. Corresponding authors with manuscripts acoepted for
publication will be asked to confirm in writing their acceptance and responsibility for payment of thiscolor art billing. If the color quoteis not accepted,
the author must indicate whether the figure should be printed in black and white or deleted. Color prints are preferred to trangparencies. There is no
charge for having color figures gopear in an Online Data Supplement.

Legendsfor Illugtrations

ng]ﬂs for illustrations should convey the findings and be typed double-spaced. The text induded in each legend should be suffident to engble a
reeder to understand the information in an illustration without reeding the body of the text. Sart the legends section on a separate page with Arabic
numerds corresponding to the illustrations. When symbols, arows, numbers, or letters are used to identify parts of the illustrations, each one should be
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ABSTRACT

Atmospheric pollution has damaging effects on health and represents an important
cause for the increase in morbidity and cardiorespiratory mortality, especidly in
winter. Different studies have demonstrated an increase in the prevalence of allergic
rhinitis in urban areas, suggesting an effect resulting from exposure to pollutants.
Therefore, we studied the relationship between atmospheric pollution and nasal
cytology findings in patients with allergic rhinitis during the four seasons of the year
and compared them to normal subjects. Nasal cytology was performed on 20 alergic
patients and 20 normal subjects during the four seasons of 2003 using three types of
staining: Leishman, PAS and AgNOR. Using statistical regression analysis, the
cytological results were compared to the levels of pollutants on the day of collection
of nasal secretion and up to 7 days before collection. Since some samples were lost
over the year, patients with incomplete data were excluded, with 11 allergic patients
and 12 normal subjects thus remaining. In summer, a significant increase of
eosinophils was observed in the alergic group (p = 0.007) and of ciliated cellsin the
control group (p = 0.021). In autumn, neutrophils predominated in the control group
(p = 0.027). In winter, an increase of neutrophils was observed in the control group
(p = 0.015), and of goblet cellsin the alergic group (p = 0.019). In spring, there was
an increase of neutrophils in the control group (p = 0.025). No significant difference
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in PAS or AgNOR staining was found between groups. In the allergic group, an
association was observed between alterations in nasal cellularity and PM 10, O; and
SO; levels, with emphasis on PM 10. In the control group, an association was noted
between cellular aterations and G;, PM10 and SO,, with emphasis on Gs. In the
present study, we demonstrated that an acute increase of pollutant levelsin the city of
S0 Paulo results in changes in nasal cellularity, with distinct variations according to
time of the year and sensitivity of each individual. The alergic individual reacts
differently from the normal subject in terms of both the cell types found upon
cytology and the type of pollutant. PM10 was the pollutant that most triggered
inflammatory aterations in the nasal mucosa of allergic patients, whereas a broader
spectrum of pollutants causing inflammation, with a predominance of Os, was found

in normal subjects.

Descriptors: Air Pollution, Nose/cytology, Rhinitis Allergic Perennial
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INTRODUCTION
Atmospheric pollution represents one of the largest public health problemsin

the world not only because of its influence on climate change but also because of its
damaging effect on human health. Since the 1960s, Europe and the United States
have been suffering from the increases in atmospheric pollution during winter which
are responsible for acute epidemic mortality resulting from respiratory and
cardiovascular diseases. These effects are caused by high concentrations of sulfur
dioxide (SO;) and particulate matter (PM) in the air of cities, together with
unfavorable meteorological conditions and air stagnation'. An important fact is that
even at low concentrations the association of different types of pollutants might even
be more harmful to health?.

Allergic rhinitis has become a public health problem in developed and
developing countries, especially among children and adolescents®. The results of
epidemiological studies investigating the relationship between pollution and allergic
rhinitis are contradictory. Preliminary studies conducted in Germany™ and Italy®
suggest a positive correlation between road traffic and morbidity due to allergic
rhinitis. Levels of atmospheric pollution have aso been associated with the
prevalence and severity of allergic rhinitis’. In contrast to these results, a series of
other epidemiological studies did not find any significant association between traffic-
related air pollution and alergic rhinitis®*°,

As a developing country, Brazil is already facing severe problems due to
environmental pollution. Saldiva et al.** concluded that along period of exposure to
atmospheric pollution may contribute to the pathogenesis of inflammatory airway
disease and that the urban levels of pollution have adverse consequences for the
respiratory tract.

Pollutants cause irritation of the nasal mucosa that leads to edema, aterations
in mucus characteristics™>*® and a reduction in ciliary activity™®, causing chronic
nasal obstruction and infection'™. The nasal symptoms triggered by atmospheric

41617 and nonallergic patients'®2.

pollution have been reported for some allergic
However, few studies regarding the effects of pollution and cellular alterations on the
nasal mucosa of humans are available.

Since the condition of alergic patients is known to worsen with high

pollution levels, we followed up and compared the nasal cytogram of patients with



alergic rhinitis and of subjects without nasal disease exposed to environmental
pollution in the city of S&o Paulo during the different seasons of the year, quantifying
eosinophils, neutrophils, ciliated cells and goblet cells. The cytological findings were
then correlated with the levels of atmospheric pollution, relative air humidity and
ambient temperature.

Patientsand M ethods

An observational longitudinal study was conducted throughout 2003 on 40
patients from whom nasal secretion was collected on four different occasions for
nasal cytology. The patients were divided into two groups, an alergic group and a
control group. The first group consisted of 20 patients with allergic rhinitis living in
the city of S80 Paulo and recruited from the outpatient clinic of the Division of
Clinical Otorhinolaryngology, University Hospital, S&0 Paulo University School of
Medicine. The control group consisted of 20 healthy volunteers without nasal
complaints aso living in the capital. Some nasal secretion samples were lost over the
year due to several reasons, and these patients with incomplete data were excluded,
with 11 allergic patients and 12 normal subjects thus remaining.

The study was approved by the Ethics Committee of the University Hospital
of the S&o Paulo University School of Medicine. All patients with alergic rhinitis
and normal subjects signed a free informed consent form to participate in the study.

Included in the study were patients of both sexes and any race ranging in age
from 18 to 45 years, non-smokers, without any nasal complaint except for allergic
rhinitis in the study group, and who had not been using any medication for the
trestment of allergic diseases for less time than recommended so that its
pharmacological effect would not interfere with the clinical-laboratory studies?.

The patients were submitted to anamnesis, physical-otorhinolaryngological
examination and a skin prick test (IPl ASAC - International Pharmaceutical
Immunology do Brasil Ltda) using inhalatory antigens common in Brazil. Nasa
secretion was then collected for cytogram analysis. Samples were collected on four
different occasions, one during each season of the year, aways by the same
examiner. Nasal secretion was collected with a cervical brush (cytobrush, Kolplast®,
S0 Paulo, Brazil) placed in the middle meatus under direct vision for 30 seconds,
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with the examiner performing circular movements and placing discrete pressure on
the mucosa. After collection, the brush was shaken inside a test tube containing 5 ml
physiological saline. The side of best visualization of the middle meatus, which
varied from patient to patient, was chosen for sample collection.

The slides were prepared for three types of staining (AgNOR, Leishman and
PAS) by the same technician of the Central Laboratory of the University Hospital,
S80 University School of Medicine, using standard laboratory methods. The slides
were then analyzed by the same pathol ogist who performs all nasal cytology analyses
at the Central Laboratory.

Leishman-staining was used to analyze and quantify the different cell types
by light microscopy (LeicaDMLS, Allendale, USA). An overal cell count of
epithelial and inflammatory cells was obtained, corresponding to 100% of the cells
found on the slides.

In PAS-stained dlides, the intensity of staining was anayzed by light
microscopy and a number was allocated to the different intensities in 100 intact
goblet (secretory) cells in a good state of conservation. All cells received a number
from O to 3 according to the intensity of staining that ranged from absent to intense.
This number was multiplied by the number of corresponding cells and a score
resulting from the sum of these multiplication results was obtained. This technique
permits the quantification of staining of secretory cells, i.e., the more intense the
staining, the higher the production of mucus by the secretory cell.

Silver (Ag) staining of the nucleolar organizer region (NOR), which is
important for protein synthesis, is used to evaluate cell proliferation and the amount
of proteins produced by the cell irrespective of their destination. The more intense
the silver staining of the nucleolus, the higher the protein synthesis by the cell, and
vice-versa®®?’. The expression of AgNORs was analyzed quantitatively using a
digital image analysis system (Leica-DMLS microscope, JVC model TK-C 1380 E
video camera, Pentium 133 MHz computer, and Leica Qwin Colour — RGB
software). A total of 100 cells per slide’*?® were analyzed at 1000X magnification
under oil immersion. Only intact cells where the AgNOR points were easily
identified without interference from artifacts of the staining technique were used®.

The intensity of silver staining was then determined in the area occupied by these
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points (expressed as um?). For each slide, the sum of all areas divided by 100 was
calculated to obtain the mean nuclear AgNOR area of each specimen and the mean
AgNOR areain each group.

The levels of atmospheric pollution were obtained based on data provided by
the Company of Environmental Sanitation Technology (CETESB). In addition, mean
daily temperature and air humidity provided by the Institute of Astronomy,
Geophysics and Atmospheric Sciences (IAG), University of Sdo Paulo, were
analyzed. Since the subjects lived and worked in different neighborhoods of the city
of Sdo Paulo, general daily means of pollutants in the neighborhoods were obtained
and an overall mean for the city was calculated. The following pollutants were
analyzed: particulate matter less than 10 micrometers (PM10), sulfur dioxide (SO-)
and ozone (Os). The nasal cytology results were compared to the levels of
atmospheric pollution measured up to 7 days before collection.

Nonparametric tests were used for the analysis of al variables, with the level
of significance set at 5%. One asterisk (*) indicates significant values (p < 0.05) and
two asterisks indicate a borderline significance (**) (0.05 < p < 0.10). Statistical
analysis was performed using the SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
for Windows version 10.0 and Statistica for Windows version 5.0 programs. The
Mann-Whitney test was applied to compared the allergic and control groups during
the four seasons of the year. Patients in each group were compared to themselves in
the different seasons by the Friedman test. The Wilcoxon signed-rank test was used
to identify this difference between seasons. Pollutants, temperature and humidity on
the day of sample collection and on the 7 days preceding it were analyzed
quantitatively and correlated with cell numbers that showed a significant difference
in each group during the different seasons of the year. Multiple linear regression was
used to determine a significant correlation between the different variables, with a
negative value indicating an inverse relationship with a given variable (i.e., whereas
one cell type increases, the variable decreases and vice-versa) and a positive value
indicating the concomitant increase or decrease in one cell type and the variable
analyzed. A level of significance of Z 3 2.017 was adopted, which corresponds to 43
degrees of freedom (44 observation — 1 — 43). The S-Plus professional program was
used for thisanalysis.
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Results
Comparison between the allergic and control groups

The nasd cytogram of patients with dlergic rhinitis reveded an increase of
eosinophils during summer and of goblet cels during winter. On the other hand, in the
control group an increase of ciliated cells was observed during summer, whereas
neutrophilsincreased during autumn, winter and spring. In addition, there was a borderline
sgnificance toward an increase of ciliated cellsin winter (Figures 1, 2, 3and 4).

No significant difference in PAS-stained cells was observed, with only a
borderline significance toward an increase during winter being detected in the
alergic group and during spring in the control group (Figure 5).

With respect to the expression of AgQNORsin epithelial cells, there was only aborderline
sgnificance toward a higher expression in the alergic group during winter.

Comparison of patientsin each group between each other
Leishman staining

In the allergic group, no difference was observed when comparing the
patients to themselves. In the control group there was a difference in ciliated cells
between spring and autumn (p = 0.041).

PAS staining

In the allergic group, a significant difference was observed when comparing
the number of PAS-stained cells between the different seasons of the year, with a
difference between winter and summer (p = 0.003), between winter and autumn (p =
0.008) and between spring and winter (p = 0.021). A significant difference was aso
observed for the control group, with a difference between spring and summer (p =
0.005) and between spring and autumn (p = 0.003).

AgNOR staining

No difference in AgNOR expression was observed when comparing the
patients of each group to themselves.
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Relationship between significant variables and levels of atmospheric pollutants,
temperature and air humidity

No significant correlation between cell numbers and aterations in
temperature or air humidity was observed for any of the staining techniques.

Leishman staining
Eosinophils

In the allergic group, a positive correlation was observed between eosinophils
and PM10 four days before sample collection, with the difference being significant
(Z=+218).

In the control group, there was a positive association between eosinophils and
O3 two days before collection (Z = + 2.10), and an inverse relationship between these
cells and Oz three days before collection (Z = - 2.60).

Neutrophils

In the alergic group, a positive correlation was observed between neutrophils
and O3 on the day of collection (Z = + 2.11).

In the control group, neutrophils were positively associated with NO, on the
day of collection (Z = + 2.33) and with PM10 (Z = + 2.68), SO, (Z = + 2.11) and
NO; (Z = + 2.17) two days before collection. There was a positive association
between neutrophils and Os five days before collection.

Ciliated epithelial cells

In the allergic group, an inverse relationship was observed between ciliated
cells and PM10 (Z = - 2.90) five days before collection, and a positive association
with Oz (Z = + 2.51) on the day of collection.

In the control group, a positive correlation was observed between ciliated cells and
SO; (Z = + 243) and O3 (Z = + 2.09) on the day of collection, and an inverse
relationship between these cellsand NO; (Z = - 2.19) three days before collection.
Goblet cells

In the allergic group, a positive association was observed between goblet cells
and PM10 (Z = + 2.32) and SO, (Z = + 2.17) five days before collection.

In the control group, an inverse relationship was noted between goblet cells

and Os (Z = - 2.22) two days before collection.
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PAS staining

In the allergic group, an inverse relationship was observed between PM10 (Z
=-230and - 2.31) and NO; (Z = - 2.86 and - 2.46) one and two days before
collection, respectively, and PAS-stained cells.

A negative association between G (Z = - 2.12) two days before collection
and PAS-stained cells was observed in the control group.

AgNOR staining

In the allergic group, a positive correlation was observed between the
expression of AQNORs and NO,, (Z = + 2.07) on the day of collection and Oz (Z = +
2.13) six days before collection.

In the control group, an inverse relationship was observed between SO, (Z = -
2.13) five days before collection and AQNOR expression.

L evels of pollution in 2003

The ar pollution levels in 2003 are shown in Figure 7. Pollutants that
exceeded the limits of good air quality were PM10 and Os;. PM 10 showed increases
in April, May, June, July, August and September, with the highest indices being
observed in June and July. Os increased in January, February, July, August,
September, October and November, with the highest indices being observed in
January and February. Good SO levels regarding air quality were observed
throughout the year. The levels of atmospheric pollutants indicating good air quality
in the city of S&o Paulo according to CETESB are shown in Table 1.

Discussion

The present results demonstrate an association between inflammatory
parameters of nasal cytology determined by Leishman, PAS and AgNOR staining in
patients with alergic rhinitis and normal subjects and exposure to atmospheric
pollutants over the year. In summer, a predominance of eosinophils was observed in
the alergic group, whereas there was an increase of ciliated cells in the control
group. In autumn, only an increase of neutrophils was observed in the control group.

In winter, there was an increase of neutrophils in the control group and of goblet
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cellsin the alergic group. In spring, a predominance of neutrophils was observed in
the control group.

In normal subjects, epithelial cells accompanied by a moderate number of
neutrophils are usually found upon nasal cytology, whereas an increase of
eosinophils®3*, basophils and goblet cells is observed in alergic patients®™. On the
other hand, patients with irritative rhinitis caused by atmospheric pollution present an
increase in goblet cells®. In the present study, control subjects exposed to
atmospheric pollution in the city of S& Paulo did not show an increase of goblet
cells but did show an increase of ciliated cells. This finding might be explained by
the fact that these subjects did not present clinical signs of irritative rhinitis resulting
from atmospheric pollution, demonstrating that they responded with desguamation of
these cells which led to an increase of ciliated cells on the nasal cytogram. The
finding of an increase of goblet cells in alergic individuals during winter might
indicate asign of defense characterized by the production of mucus for the protection
of the epithelium. When comparing the patients to themselves in the different
seasons of the year, our results aso showed a significant difference in ciliated and
PAS-stained cells in the control group, and only in PAS-stained cells in the allergic
group. In alergic patients, an important association was observed between
particulate matter and eosinophils and goblet cells as determined by Leishman, PAS
and AgNOR staining, suggesting that PM10 acts as an amplification factor of the
alergic inflammatory reaction. In contrast to alergic patients, an association of
neutrophils and ciliated cells with a larger number of pollutants, with emphasis on
O3, SO,, and PM10, was observed in normal subjects. Analysis of the effect of
temperature and/or air humidity showed no significant association with inflammatory
parameters, as also reported by other investigators®.

In the present study, a sequence of cellular aterations was observed in
alergic patients soon after exposure to PM10 which triggered an inflammatory
process similar to the inflammation cascade observed in allergic rhinitis. First, there
may be an aggression of epithelial goblet cells, characterized by an increase in the
number of these cells, which would lead to the release of cytokines and chemokines,
promoting the migration of eosinophils to the nasal mucosa. This increase in goblet

cells exactly occurs to protect the organism against the irritating agent by producing
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a larger amount of mucus, thus reducing penetration of particles into the respiratory
mucosa. In the present study, we first observed a decrease in mucus production two
days after exposure to the pollutant, followed by an increase three days later. As the
number of goblet cells increased to produce more mucus, that of ciliated cells
decreased, leading to an inversion in the epithelial cell pattern of the normal nasal
cytogram. Normal subjects responded to the aggressor with an increase in ciliated
cells and a decrease in goblet cells, whereas an increase of goblet cells and higher
mucus production were observed in alergic patients, also considering that the latter
aready present a larger number of goblet cells. Some authors®”° also reported that
diesdl exhaust particles can trigger an increase in alergic inflammation due to an
increase in the number o epithelial cells. It is known that cells of the respiratory
epithelium represent the first defense against harmful polluting agents, including
particulate matter, 50% of which is retained in the nasal fossae causing different
alterations and being responsible for the release of cytokines such as IL-8, a potent
factor of neutrophil attraction®*. In normal subjects, a positive association was
observed between neutrophils and PM 10 two days before collection, i.e., an increase
in the number of neutrophils occurred two days after exposure to PM 10.

SO,, since it is 100% retained in the nasal mucosa, causes acute mucosal
inflammation®, interfering with the action of the mucociliary barrier by reducing
nasal secretion and significantly increasing upper airway resistance™. Our results
demonstrated an increase of inflammatory cells (neutrophils) in normal subjects two
days after exposure to SO,. Similar findings have been reported by Sandstréom et
al.**, with small particularities, since the authors observed an increase in the
inflammatory process involving lymphocytes, macrophages and mast cells. We also
observed an increase of ciliated cells in normal subjects after SO, exposure, with a
decrease in AgNOR expression five days thereafter. Considering that when the
number of ciliated cells increases that of goblet cells decreases, the reduction in
AgNOR expression might be interpreted as a decline in the number of goblet cells
leading to lower mucus production. On the other hand, in the allergic group an
increase in goblet cells was observed five days after SO, exposure, which would lead
to higher mucus production, interfering with the mucociliary barrier, and would

explain the hypersecretory pattern observed in allergic subjects. We found no studies
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on the association between SO, and AgNOR expression. Mello J.*’ reported a
decline in protein synthesis determined by AgNOR staining in epithelial cells and
mucosal glands of rats chronically exposed to particulate matter. These results are
similar to those obtained in the present study regarding the association between
AgNOR expresson and SO, but no relationship with particulate matter was
observed. We believe that these differences are due to the fact that we evaluated
subjects exposed to acute increases in pollutants, whereas Mello Jr.*” observed a
chronic effect of pollution, suggesting a phenomenon of adaptation and tolerance to
the pollutant.

In the present study, the increase in ozone caused an increase of ciliated cells
and neutrophils in alergic patients. Six days after ozone exposure an increase in
AgNOR expression occurred. We agree with Bascom et al.*® who stated that ozone
induces an increase of neutrophils in the nasal airways of subjects with allergic
rhinitis; however, in contrast to that study, we did not find an association between
eosinophils and ozone. We only know that this increase occurred within 24 hours of
exposure, considering that the present study was not a laboratory investigation
employing a controlled amount of ozone. We did not find any study regarding the
effects of ozone on the nasal mucosa using the AgQNOR staining technique as an
inflammatory marker; however, AQNOR evaluates the protein synthesis of cells
regardless of whether the cell is responsible for mucus production or for an increase
in the inflammatory process. One may suppose that in alergic patients protein
synthesis is higher, as demonstrated by a tendency toward increased AgNOR
expression represented by a more intense inflammatory process, since we observed
an increase in ciliated cells and neutrophils. There are several reports showing an
association between ozone exposure and eosinophil influx in alergic patients®#>%
however, this was not observed in the present study. We found an increase in
eosinophils in association with particulate matter, in contrast to these authors who
did not observe an association between PM10 and inflammatory parameters. Some
investigators™®°>>*® aso demonstrated an increase in neutrophils after ozone
exposure, in agreement with the present results, suggesting that ozone acts as a
trigger of the nasal inflammatory reaction.

The most aggressive pollutant in normal subjects was ozone which caused an
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increase in the number of ciliated cells, eosinophils and neutrophils. A negative
association with goblet cells was noted two days after exposure to this gas, i.e., there
was a decrease in the number of these cells together with a reduction in the mucus
produced by them as determined by PAS staining. Curiously, eosinophil attraction
was observed in normal subjects two days after exposure to ozone. Neutrophil
attraction by IL-8 is expected in norma subjects, this being a marker of any
inflammatory process including ozone exposure™, a fact confirmed in the present
study showing an increase in neutrophils five days after ozone exposure. Neutrophils
are attracted during any inflammatory process affecting our organism, in contrast to
eosinophils which are inflammatory cells involved in alergic reactions. The increase
in the number of eosinophils observed in the control subjects was less than the 10%,
considered to be normal by some investigators®. In the present study, a significant
increase of eosinophils in the alergic group compared to the control group was
observed during summer and a strong tendency during winter.

In the present study, we demonstrated that an acute increase in pollutant
levels in the city of S&0 Paulo results in changes in nasal cellularity, with distinct
variations according to time of the year and sensitivity of each individual. The
alergic individual reacts differently from the normal subject in terms of both the cell
types found upon cytology and the type of pollutant. PM10 was the pollutant that
most triggered inflammatory alterations in the nasal mucosa of allergic patients,
whereas a broader spectrum of pollutants causing inflammation, with a
predominance of Oz, was found in normal subjects. To explain these different
responses resulting from the effects of pollutants between alergic and normal
subjects, we need studies that will demonstrate a relationship between inflammatory
mediators and nasal cells in these two groups of subjects chronically exposed to
different pollutants by comparing them with individuals living in places without

atmospheric pollution.
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Table 1 - Atmospheric pollutant limits of good air quality in Sdo Paulo
accordingto CETESB

Atmospheric limits of good

Pollutant air quality (ug/m®)
SO, 0-80
PM10 0-30

Os 0-80
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Figurelegends

Figure 1. Comparison of eosinophils between the alergic and control groups over

one year (Leishman staining)

Figure 2. Comparison of neutrophils between the allergic and control groups

over oneyear (Leishman staining)

Figure 3. Comparison of ciliated cells between the allergic and control groups

over oneyear (Leshman staining)

Figure 4. Comparison of goblet cells between the allergic and control groups

over oneyear (Leishman staining)

Figure 5. Comparison of PAS-stained cells between the allergic and control

groupsover oneyear (PAS staining)

Figure 6. Comparison of AgNOR counts between the allergic and control

groupsover oneyear (AgNOR staining)

Figure 7. Variation in pollutant levesin 2003
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pg/m?® micrograma por metro cubico
pg/ml micrograma por mililitro

pm micrémetro

pm? micrémetro quadrado

Ag prata

AgNOR  regido organizadora nucleolar corada pela prata
CETESB Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental

CO Monoxido de carbono
CO; gas carbbnico
g grama

GM-CSF Fator estimulante de col6nia de macréfagos

IAG Instituto Astrondmico, Geofisico e de Ciéncias Atmosféricas da
Universidade Sao Paulo
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IgA imunoglobulina A

IgE imunoglobulina E
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IL-1 interleucina-1
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LAG dia anterior
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NF-kB Fator nuclear kB

NO, diéxido de nitrogénio
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RESUMO

Rocha FMN. Relagdo da poluicdo atmosférica com a citologia nasal em
pacientes com rinite alérgica, residentes na cidade de Sao Paulo, nas
diferentes estacbes do ano [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2005. J¥l.

A poluicdo atmosférica tem causado efeitos nocivos a saude, constituindo
uma causa importante do aumento da morbidade e mortalidade cardio-
respiratoria, principalmente durante o inverno. Diferentes estudos tém
demonstrado que a prevaléncia de rinite alérgica tem aumentado nas areas
urbanas, sugerindo um efeito decorrente da exposicdo a poluentes. Por essa
razdo, resolvemos estudar a relacdo da poluicdo atmosférica com o0s
achados do citologico nasal em pacientes com rinite alérgica nas quatro
estacBes do ano e compara-los a individuos normais. Realizamos a citologia
nasal em 20 pacientes alérgicos e 20 individuos normais em quatro ocasidoes
diferentes no ano de 2003, onde realizamos trés tipos de coloragdes:
Leishman, PAS e AgNOR. Observamos as diferencas entre os dois grupos e
ainda entre eles mesmos no decorrer do ano. A seguir comparamos por
método de regressao estatistica, os resultados dos citoldgicos com os niveis
de poluentes, de temperatura e de umidade do ar do dia da coleta de
secrecao nasal e até 07 dias antes. No decorrer do ano, houve perdas de
algumas coletas nasais, consequentemente excluimos os pacientes com
dados incompletos, restando 11 alérgicos e 12 normais. No verdo,
observamos um aumento significante de eosindéfilos no grupo alérgico (p =
0,007) e de células ciliadas no grupo controle (p = 0,021). No outono, houve
um predominio de neutréfilos no grupo controle (p = 0,027). No inverno,
ocorreu um aumento de neutréfilos (p = 0,015) no grupo controle e das
células caliciformes (p = 0,019) no grupo alérgico. Na primavera, ocorreu um
aumento dos neutréfilos (p = 0,025) no grupo controle. Na coloracao do PAS
e AgNOR néo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
Quando comparamos 0s pacientes entre eles mesmos no decorrer no ano,

observamos diferenca significante, quanto as células ciliadas, entre a
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primavera e o outono (p = 0,041) no grupo controle. No grupo alérgico,
houve diferenca estatisticamente significante quando comparamos o PAS
entre o inverno e o verdo (p = 0,003), entre o inverno e o outono (p = 0,008)
e entre a primavera e o inverno (p = 0,021). No grupo controle, houve
também diferenca estatisticamente significante, quanto ao PAS, entre a
primavera e o veréo (p = 0,005) e entre a primavera e o outono (p = 0,003).
Através do método AgNOR, ndo houve diferenca quando comparamos 0s
pacientes de cada grupo entre eles mesmos. No grupo alérgico, ocorreu
uma associacao entre as alteracdes na celularidade nasal e o PM10, o CO,
0 O3, 0 SO, e 0 NO,; destacando-se o PM10. No grupo controle,
observamos uma associacdo entre as alteracdes celulares e o O3, PM10,
SO, e NO,, destacando-se o Os. A temperatura e umidade relativa do ar néo
interferiram no citograma nasal nas diferentes estacdes. No presente estudo,
demonstramos que a elevacado aguda dos niveis de poluentes, na cidade de
Séo Paulo, resulta em mudancas na celularidade nasal, com variacdes
distintas, de acordo com a época do ano e com a sensibilidade de cada
individuo. Pudemos observar que o individuo alérgico reage de maneira
diferente do individuo normal, tanto em relacdo aos tipos celulares
encontrados no citolégico, quanto ao tipo de poluente. Constatamos que o
PM10, foi o poluente que mais desencadeou alteracdes inflamatérias na
mucosa nasal de pacientes alérgicos, enquanto que nos individuos normais,
existiu um maior espectro de poluentes ocasionando inflamagdes, com

predominancia do Os.

Descritores: Poluicao do ar, nariz, rinite alérgica.
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SUMMARY

Rocha FMN. Relationship between atmospheric pollution and nasal cytology
in patients with allergic rhinitis living in the city of Sdo Paulo during the
different seasons of the year [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2005. K.

Atmospheric pollution has damaging effects on health and represents an
important cause for the increase in morbidity and cardiorespiratory mortality,
especially in winter. Different studies have demonstrated an increase in the
prevalence of allergic rhinitis in urban areas, suggesting an effect resulting
from exposure to pollutants. Therefore, we studied the relationship between
atmospheric pollution and nasal cytology findings in patients with allergic
rhinitis during the four seasons of the year and compared them to normal
subjects. Nasal cytology was performed on 20 allergic patients and 20
normal subjects during the four seasons of 2003 using three types of
staining: Leishman, PAS and AgNOR. Differences were determined between
the two groups and between the subjects themselves over the year. Using
statistical regression analysis, the cytological results were compared to the
levels of pollutants, temperature and air humidity on the day of collection of
nasal secretion and up to 7 days before collection. Since some samples were
lost over the year, patients with incomplete data were excluded, with 11
allergic patients and 12 normal subjects thus remaining. In summer, a
significant increase of eosinophils was observed in the allergic group (p =
0.007) and of ciliated cells in the control group (p = 0.021). In autumn,
neutrophils predominated in the control group (p = 0.027). In winter, an
increase of neutrophils was observed in the control group (p = 0.015), and of
goblet cells in the allergic group (p = 0.019). In spring, there was an increase
of neutrophils in the control group (p = 0.025). No significant difference in
PAS or AgNOR staining was found between groups. When comparing the
patients to themselves over the year, a significant difference in ciliated cells
was observed between spring and autumn in the control group (p = 0.041). In
the allergic group, there was a significant difference in PAS-stained cells
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between winter and summer (p = 0.003), between winter and autumn (p =
0.008), and between spring and winter (p = 0.021). In the control group, a
significant difference in PAS-stained cells was also observed between spring
and summer (p = 0.005) and between spring and autumn (p = 0.003). No
significant difference in AQNOR expression was observed when comparing
the patients in each group to themselves. In the allergic group, an association
was observed between alterations in nasal cellularity and PM10, CO, Os,
SO, and NO; levels, with emphasis on PM10. In the control group, an
association was noted between cellular alterations and O;, PM10, SO, and
NO,, with emphasis on Os. Temperature or relative air humidity did not
interfere with the nasal cytogram during the different seasons. In the present
study, we demonstrated that an acute increase of pollutant levels in the city
of S&o Paulo results in changes in nasal cellularity, with distinct variations
according to time of the year and sensitivity of each individual. The allergic
individual reacts differently from the normal subject in terms of both the cell
types found upon cytology and the type of pollutant. PM10 was the pollutant
that most triggered inflammatory alterations in the nasal mucosa of allergic
patients, whereas a broader spectrum of pollutants causing inflammation,

with a predominance of Oz, was found in normal subjects.

Keywords: Air pollution, nose/cytology, rhinitis allergic perennial
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1 INTRODUCAO



INTRODUCAO - 2

A poluigdo ambiental constitui um dos maiores problemas de saude
publica mundial, ndo apenas pela sua influéncia na mudanca climética do
mundo, mas também pela sua acao nociva sobre a saude humana. Desde a
década de 60, a Europa e os Estados Unidos da América sofrem com o0s
aumentos de poluicdo atmosférica no inverno, que Sao responsaveis por
mortalidade aguda epidémica, decorrente de doencas respiratorias e
cardiovasculares. Tais efeitos foram causados pelas altas concentra¢cdes de
diéxido de enxofre (SO;) e material particulado (PM) no ar das cidades,
juntamente com condi¢Bes meteorologicas desfavoraveis e a estagnacgéo do
ar (Bousquet et al.,, 2001). Um fato muito importante é que, mesmo em
baixas concentragfes, a associacao entre os diferentes tipos de poluentes
pode ser ainda mais prejudicial a saude (Becker et al., 1996).

A rinite alérgica, especialmente em criancas e adolescentes, tem se
tornado um problema de saude publica nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Lundback, 1998). De acordo com o estudo respiratério
Tucson Children (Wright et al., 1994), a prevaléncia de rinite alérgica em
criangas com até seis anos de idade foi estimada em 42%. Evidéncias
importantes tém surgido sobre o crescimento da prevaléncia de asma, rinite

alérgica e eczema atépico (Omran e Russel, 1996; Magnus e Jaakkola, 1997).
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Os resultados dos estudos epidemioldgicos que investigam a relacdo entre
poluicdo e rinite alérgica sdo contraditérios. Estudos preliminares na
Alemanha (Weiland et al., 1994; Duhme et al., 1996) e na lItalia (Ciccone et
al., 1998) sugerem uma correlacéo positiva entre o trafego e a morbidade da
rinite alérgica. Niveis de poluicdo ambiental também sdo associados com a
prevaléncia e a severidade da rinite alérgica (Diaz-Sanchez et al., 2000). Em
contraste com esses resultados, uma série de outros estudos
epidemioldgicos ndo encontrou associacao significante entre poluicao aérea
relacionada ao trafego e rinite alérgica (Mygind e Dahl, 1996; Aberg et al.,
1996; Wyler et al., 2000), embora inUmeros relatos demonstrem que gases
da exaustdo de motores de veiculos possam interagir com pélens ou outras
particulas alergénicas, aumentando sua alergenicidade (Weiland et al., 1994;
Duhme et al., 1996; de Marco et al., 2001).

Baixas temperaturas podem ter efeito direto na exacerbacdo da asma, a
curto prazo (Piccolo et al., 1988; Lecha Estrela, 1998); entretanto temperaturas
mais quentes apresentam uma associacado com o aumento da prevaléncia de
asma e rinite alérgica (Hales et al., 1998; Guo et al., 1999). Um recente estudo
na Itdlia mostrou uma forte associacdo entre o clima, na regido do
Mediterraneo, incluindo altas e baixas temperaturas, com sintomas de asma,
porém sem relacdo com a prevaléncia de rinite alérgica (Duhme et al., 1996).

O Brasil, por ser um pais em desenvolvimento, j& enfrenta graves
problemas com a poluicdo ambiental. S&o Paulo, um grande pélo industrial do
pais, € um dos estados que mais sofrem com as consequéncias da poluicao.

Diversos estudos tém sido realizados sobre os maleficios da poluicdo interna e
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externa. Saldiva et al. (1998) concluiram que o longo tempo de exposicao a
poluicdo atmosférica pode contribuir para a patogénese da doenca inflamatéria
das vias aéreas e que 0s niveis urbanos de poluicdo tém consequéncias
adversas para o trato respiratério. Em outro estudo, Martins et al. (2002)
demonstraram a associagéo entre o SO, e 0 0zonio (O3z) com a ocorréncia de
doenca respiratéria inferior crénica, em Sdo Paulo. Os mesmos autores
constataram que os veiculos de S&do Paulo geram 70% do diéxido de enxofre
emitido na cidade, enquanto os demais 30% s&o emitidos pelas industrias. Os
niveis de ozbnio também tém aumentado, sendo esse incremento explicado,
em parte, pelas constantes mudancas climaticas.

Os poluentes aéreos sédo derivados de uma variedade de fontes,
sendo a queima de combustivel a principal delas. Eles podem ser
classificados como primarios e secundarios, internos e externos, e, gasosos
e particulados. Os poluentes emitidos diretamente na atmosfera sao
conhecidos como primarios, tais como dioxido de enxofre, alguns tipos de
oxido de nitrogénio (NOy), monoxido de carbono e material particulado. Os
poluentes resultantes de reacBes quimicas com outros poluentes ou gases
atmosféricos sdo chamados de secundarios, tais como o0zonio, 6xido de
nitrogénio e algumas particulas. Embora exista uma relacdo direta entre a
emissao do poluente primario e sua concentracdo no ambiente, a reducéo
do seu precursor ndo leva automaticamente a uma diminui¢do proporcional
dos niveis do poluente secundario (Bernstein et al., 2004).

O diéxido de enxofre é liberado primariamente na atmosfera como

resultado da combustdo industrial de 6leos e carvao contendo enxofre. Fontes



INTRODUCAO - 5

comuns de SO, sdo a manufaturacdo de papel, aco e sementes de plantas, e
escapamentos de 6nibus e caminhdes. Ao contrario dos outros poluentes, o
SO, exerce, rapidamente, a sua agcdo na fungcdo pulmonar, ocorrendo uma
diminuicdo da capacidade vital forcada superior a 60% e aumento da
resisténcia das vias aéreas apos dois minutos (Gong, 1992). Trata-se de um
gas amarelado com odor caracteristico de enxofre que, quando se associa a
um atomo de oxigénio, transforma-se em &cido sulfurico (Peden, 1997).

O diéxido de nitrogénio € emitido por fontes de energia, cAmaras de
combust&o de motores de veiculos e gas de cozinha. E derivado do 6xido de
nitrogénio e seu limite maximo é 200 pg/m? por hora. E o precursor da névoa
fotoquimica (raios ultravioletas + hidrocarbonetos = 0z06nio), portanto seu
maior efeito a saude é a formacao do oz6nio (Bernstein et al., 2004).

O monéxido de carbono é produzido pela queima incompleta de
combustiveis que contém atomos de carbono. E classificado como asfixiante
sistémico, pois ele satura a hemoglobina, tornando-se um complexo estavel
(carboxihemoglobina) impedindo que a hemoglobina troque o gas carbdnico
(COy) por oxigénio (Oy2).

O material particulado € primariamente formado durante a combustéo
de produtos de combustivel fossil. Sdo eliminados na atmosfera pelas
fabricas e veiculos de motor a diesel, sendo 80% do material particulado
resultante da fuligem (fumaca negra) dos escapamentos desses veiculos. Os
materiais particulados podem ser classificados de acordo com seu diametro
aerodinamico: PM10 bruto (menor que 10 pum), PM2,5 fino (menor que 2,5

pum) e nanoparticulas ou ultrafinos (menor que 1 um). Eles penetram no trato
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respiratério, sendo capazes de passar através da barreira sanguinea
(Seaton et al.,1995). O material particulado ndo é composto por uma
substancia, mas sim por um complexo de elementos que se agregam em
particulas, sendo constituidos em sua maior parte de carvdo. Ao penetrarem
no sistema respiratorio, levam junto todas as substancias aderidas a eles,
tais como poluentes irritantes, toxicos e cancerigenos (Béhm, 1996).

O o0z6nio € um poluente secundario formado pelo Oxido nitrico e
compostos organicos volateis através de uma cadeia de reacfes quimicas,
gue ocorrem principalmente durante a estacéo do verdao. Aproximadamente
40% do ozonio inalado sdo absorvidos pela mucosa nasal. Sua agressao
celular é decorrente da capacidade de oxidar proteinas, lipidios e outras
substancias quimicas das células (Béhm, 1996). E considerado o oxidante
fotoquimico mais importante e irritante, segundo Schierhorn et al. (1997).

Os poluentes provocam irritagdo da mucosa nasal, gerando edema,
alteracao das caracteristicas do muco (Saldiva et al., 1992 e 1994) e diminui¢éo
da atividade ciliar (Schiffman e Nagle, 1992), ocasionando obstrucdo nasal
crbnica e infeccdo (Trevino, 1996). Uma das funcbes nasais € a filtracdo de
particulas do ar inspirado, para protecao das vias aéreas inferiores. Essa
protecdo comeca na regido anterior das narinas com as vibrissas nasais que
sdo responsaveis pela remocdo de particulas maiores que 15 micra. As
particulas menores sao removidas pela membrana mucosa e muco nasal,
impulsionadas contra as paredes das fossas nasais e rinofaringe por forcas
dielétricas, movimentos brownianos e pela inércia. Apenas 5% das particulas

de tamanho de uma micra s&o removidos pela membrana mucosa (Nathan,
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1991). Gases soluveis em agua sao dissolvidos rapidamente no muco nasal;
assim, cerca de metade das particulas com o didmetro entre 2 e 9 mm fixa-se
na superficie da mucosa nasal (Weiland et al., 1994).

Os sintomas nasais desencadeados pela poluicdo atmosférica sao
relatados em alguns pacientes alérgicos (Weiland et al., 1994; Shusterman et al.,
1998; Keles et al., 1999) e ndo-alérgicos (Calderon-Garciduenas et al., 1992,
1993; Chen et al., 1998; Wongsurakiat et al., 1999). Porém, existem poucos
estudos sobre os efeitos da poluicdo e as alteragcbes da celularidade da
mucosa nasal, em humanos.

As células nasais sdo estudadas por bidpsia ou citograma nasal. O
citograma nasal pode ser realizado por lavado, cotonete (“swab”), cureta
(“rhinoprobe™) ou escova celular (“cytobrush”), entretanto a técnica que utiliza
a escova celular resulta sempre em grande quantidade de material, bem
visualizado a microscopia e de boa qualidade (Lin et al., 2000 e 2001).

Para estudo do citograma nasal, uma das colorac6es mais utilizadas é
o método de Leishman, onde conseguimos diferenciar e quantificar os
diversos tipos de células inflamatérias e epiteliais da mucosa nasal,
delimitando muito bem o nucleo do citoplasma celular nas diferentes células
(Vieira e Prolla, 1979; Ingels et al., 1997). A coloracédo PAS (“Periodic Acid
Shiff") é usada para detectar se as células nasais produtoras de muco
(caliciformes) estao hipersecretantes. As glandulas mucosas e as células
caliciformes secretam glicoproteinas acidas (sialomucinas e sulfomicinas),
gue contém uma grande quantidade de residuos de acucar e coloracao

positiva com acido periddico Schiff (Quraishi et al., 1998).
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Atualmente, existem varios marcadores que sao utilizados em
doencas neoplasicas para deteccdo precoce do tumor, ou ndo-neoplasicas,
relacionadas com a exposi¢cédo aos poluentes para medir o seu efeito agudo
e crbnico nocivo a saude. Um deles utiliza a capacidade da regido
organizadora nucleolar (NOR) em corar-se pela prata (Ag), recebendo o
nome de AgNOR. Essa técnica de coloracdo pela prata identifica as NORs
(AgNOR) como pontos pretos dentro do nucléolo celular, que sé&o
importantes na sintese protéica. Essa técnica avalia tanto a proliferacdo
celular quanto a quantidade de proteinas produzidas pela célula, nao
importando sua finalidade. Portanto, quanto maior a impregnacgéo pela prata
no nucléolo, maior é a sintese protéica produzida pela célula, sendo o

contrario igualmente verdadeiro (Ruschoff et al., 1993; Antonangelo et al.,

1994; Chern et al., 1997; Tuccari et al., 2000; Ray et al., 2003).
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2.1 Objetivo Geral

Como sabemos que 0s pacientes pioram com altos niveis de polui¢céo,
realizamos este estudo com o objetivo de acompanhar e comparar o
citograma nasal de pacientes com rinite alérgica e individuos sem doenca
nasal, expostos a poluicdo ambiental na cidade de S&ao Paulo, nas diferentes

estacdes do ano.

2.2 Objetivo Especifico
Correlacionar o citograma nasal dos pacientes com rinite alérgica e
individuos sem doenca nasal nas diferentes estac6es do ano aos niveis de
poluicdo atmosférica, umidade relativa do ar e temperatura ambiente,
avaliando os seguintes parametros:
- Qualificagcao e quantificacéo dos tipos celulares;
- Presenca de hipersecrecao de muco pelas células caliciformes;

- Expressédo de AgNOR nas células epiteliais.



3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 Histologia Nasal

O epitélio que reveste a cavidade nasal € do tipo pseudo-estratificado
cilindrico ciliado com células caliciformes, também chamado de epitélio
respiratério. Podemos encontrar variagdes no tipo de epitélio nasal
decorrentes da faixa etaria ou agressfes a que essa regido € submetida
como poluicao, infec¢des, traumas, alteracdes de temperatura e umidade do
ar. As células epiteliais sdo constituidas de células ciliadas, células

caliciformes e células basais (Dolci et al., 1998).

3.2 Citograma Nasal

Em individuos normais, a citologia da mucosa nasal consiste de
numerosas células epiteliais, tais como cilindricas ciliadas, caliciformes e
basais. Geralmente, n&o visibilizamos eosinéfilos nem basofilos, e
podemos encontrar um moderado numero de neutréfilos e algumas
bactérias. Em individuos alérgicos, ocorre um aumento significante do
namero de células caliciformes, associado a eosinofilia e basofilia. Nos
pacientes com deficiéncia de imunoglobulina A (IgA) e nas rinites irritativas

ocasionadas por poluicdo atmosférica, ocorre um aumento de células
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caliciformes (Meltzer e Jalowayski, 1991). A exposicdo ao ar frio néo
provoca mudancas na celularidade nasal (nUmero ou tipo de células)
(Gluck e Gebbers, 1996). Alguns autores descrevem a presenca de até
10% de eosindfilos em individuos normais (Howarth et al., 2005).

Pelikan e Pelikan-Filipek (1988) avaliaram o citograma nasal de 102
pacientes alérgicos, 120 minutos apés terem sido submetidos a provocacao
alérgica. Constataram a presenca de 67% de eosindfilos (aumento seguido
da diminuicdo), 13% de basdfilos (diminuicdo) e 40% de neutrdéfilos
(diminuicdo seguida de aumento). Esse aumento de eosindfilos, logo apés a
provocacdo alérgica, também foi descrito por Pipkorn et al. (1989) e
Klementsson et al. (1990).

Togias et al. (1988) realizaram estudo com lavado nasal ap0s
provocagdo com alérgeno e também confirmaram as mudancas nas células
inflamatérias na resposta da fase tardia. O padrao de influxo celular variou
entre os individuos, mas, em geral, ocorreu aumento de eosinéfilos uma a
duas horas ap6s a provocacao, com pico entre sete e dez horas, aumento
de neutrdfilos posterior aos eosindfilos, representando o maior nimero de
células inflamatdrias na fase tardia, aumento significante dos basoéfilos que

ndo excede 1% do total das células.
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3.3 Efeitos dos Poluentes no Sistema Respiratoério
3.3.1 Ozbnio

A exposicdo ao ozénio induz inflamagéo neutrofilica nas vias aéreas
nasais e brénquicas em individuos asmaticos e em ndo-asmaticos. Bascom et al.
(1990) examinaram, inicialmente, o efeito do ozonio na inflamag¢ao nasal em
individuos com rinite alérgica e encontraram um aumento de neutrdfilos e
eosinodfilos, apés quatro horas de exposicdo de 0,5 ppm de ozbdnio. Esses
achados séo similares aqueles obtidos em outro laboratério, no qual foi
examinado o lavado nasal de asmaticos expostos a 0,4 ppm de o0z6nio durante
duas horas, quando o oz6nio induziu o aumento de eosindfilos e da proteina
catibnica eosinofilica. Nos dois estudos, o 0zénio induziu o influxo de neutrdfilos
e eosindfilos para as vias aéreas em individuos atopicos.

No individuo alérgico, as células epiteliais das vias aéreas constituem
um importante alvo para injuria do Os, que, uma vez lesadas, apresentam
respostas em trés fases distintas. A primeira fase, inicial ou imediata, envolve
a ativacado de células constitutivas, ocasionando a formacao de produtos de
ozonolise secundario, como hidroxihidroperéxidos (agonista potente da
formacéo de eicosandide bioativo), aldeidos e peréxidos de hidrogénio. Ainda
na fase imediata, ocorrem ativacdo e inativagcdo de enzimas presentes na
superficie epitelial, como a endopeptidase neutra. Na segunda fase ou fase
recente, entre duas e 24 horas, as células epiteliais sintetizam e liberam
fatores quimiotaticos, incluindo quimocinas, RANTES e interleucina-8 (IL-8).
Os leucdcitos, ainda durante esse periodo, liberam elastase (importante
agonista na producdo de muco pela célula epitelial e na formacédo de

quimocinas adicionais). A terceira fase, ou fase tardia, € caracterizada pela
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infiltragdo de eosindfilos e mondcitos. A expressdo de citocinas resulta em
alteracdo da sintese protéica com aumento de fibronectina. A sintese de
antiproteases epiteliais, como o inibidor de protease leucocitaria secretante,
pode aumentar localmente nas 24 a 48 horas apds as concentracfes de
elastase tornarem-se excessivas (Leikauf et al., 1995).

Peden et al. (1995) demonstraram em 11 pacientes asmaticos
alérgicos, submetidos a provocacdo com mistura de acaros e 0,4 ppm de
oz6nio, um aumento do influxo de eosindfilos, dos niveis de proteina
catidnica eosinofilica e de IL-8, ap6s quatro horas.

Steerenberg et al. (1996) realizaram lavado nasal em 12 voluntarios
saudaveis, cinco a sete ocasifes, durante dois meses expostos ao 0zdnio,
sendo encontrado um aumento do numero de leucdcitos, proteina
mieloperoxidase, proteina catiénica eosinofilica e IL-8.

Peden et al. (1997) avaliaram oito individuos asméaticos expostos a 0,16
ppm de ozonio pela broncoscopia, constatando um aumento significante de
eosinofilos nas vias aéreas inferiores, 18 horas apds a exposicao.

Hiltermann et al. (1997) realizaram lavados nasais em 60 pacientes
com asma intermitente até persistente grave a cada duas semanas, durante
trés meses, no periodo de julho a outubro, quando os niveis de o0zbnio,
PM10 e polens estavam mais elevados. Foram medidos os niveis de O3
(mais elevado), PM10 (moderadamente elevado), fumaca preta (baixo), SO,
(baixo), NO, (baixo), e realizada regresséo linear. Ocorreu um aumento de
neutréfilos e eosindfilos um dia apés a exposicdo ao ozbnio, e de

mediadores sollveis (IL-8 e proteina catibnica eosinofilica) trés dias apés a
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exposicdo a ele. Houve um aumento de células epiteliais dois dias apos o
aumento de ozénio. Em relagcéo ao pélen, os eosindéfilos aumentaram um dia
apos a exposicado, e os niveis de proteina catibnica eosinofilica aumentaram
dois dias apds a exposicdo. O numero de linfocitos e monécitos foi muito
baixo, o que impossibilitou sua contagem. O PM10 n&o esteve associado a
mudancga dos parametros inflamatorios, exceto por uma associacao entre o
namero de células epiteliais e as médias semanais de PM10. Os autores
demonstraram que o ozbnio ambiente e a exposicdo ao podlen estdo
associados a resposta inflamatoria das vias aéreas superiores em pacientes
asmaticos, embora o tipo de inflamacéo seja qualitativamente diferente.

In vitro, o o0z6nio pode induzir inflamacédo. Sabe-se ainda que
clinicamente pode causar congestdo nasal, aumento dos niveis de histamina,
neutrofilos, eosindfilos e mondcitos no lavado nasal (Schierhorn et al., 1997).

Morales et al. (1998) realizaram um estudo para observar os efeitos
do ozbnio no epitélio nasal através de bidpsia e citologia nasal em 71
criancgas, divididas em trés grupos que residiam em locais com niveis de
poluicao diferentes. As criancas da regido mais poluida apresentaram maior
namero de células inflamatérias e presenca de células caliciformes anormais
no citograma nasal, e presenca de metaplasia escamosa e hiperplasia
pseudoepiteliomatosa no exame histopatoldgico, em relacéo as criancas que
residiam em areas de média e baixa poluicao.

Bayram et al. (1998) cultivaram células epiteliais bronquicas de
pacientes com asma leve e individuos ndo-asmaticos, e compararam a

liberacdo de IL-8, GM-CSF, RANTES e moléculas de adesao intercelular
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(ICAM-1) soluvel dessas células antes e ap0Os a exposicao de particulas de
combustédo de diesel, in vitro. As células epiteliais bronquicas de pacientes
asmaticos liberaram uma maior quantidade de citocinas, em relacdo aos
individuos nao-asmaticos. Apenas altas concentracdes de particulas de
combustdo de diesel (50-100 pg/ml) aumentaram, significantemente, a
liberacdo de IL-8 e GM-CSF de células epiteliais brénquicas de individuos
nao-asmaticos. Esses achados sugerem que células epiteliais brénquicas de
pacientes asmaticos sdo mais sensiveis do que as de individuos néo-
asmaticos, em relacdo a producao de mediadores pré-inflamatérios.

A exposi¢ao ao 0zOnio causa agravamento da resposta imediata e tardia
da via aérea para alérgeno inalado, sendo a tardia caracterizada por aumento
da eosinofilia em secrecao bronquica induzida apds seis horas (Ball et al.,
1996). Esse efeito € mais pronunciado diante de altos niveis de exposi¢ao ao
0z0nio, de 0,16 a 0,25 ppm (Kehrl et al., 1999). Em niveis de 0,10 a 0,4 ppm &,
tradicionalmente, acompanhada de inflamacéo neutrofilica, uma hora apos a
exposicao e pode persistir por mais de 24 horas (Nightingale et al., 1999).

Kopp et al. (1999) realizaram um estudo com 170 criangas em idade
escolar para avaliar o efeito do 0zonio na inflamagédo da mucosa nasal e sua
adaptagdo por meio do lavado nasal colhido em onze ocasibes diferentes
durante o ano. Os autores observaram aumento da atividade inflamatéria da
mucosa nasal, apds o primeiro aumento dos niveis de 0zdnio, com aumento
significativo dos leucécitos, da proteina C catibnica (encontrada nos granulos de
eosindfilos) e possivel adaptacdo da mucosa nasal, pois, apesar dos constantes

niveis altos de o0z6nio na estacédo do verao, o numero de células diminuiu.
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Michelson et al. (1999) realizaram um estudo caracterizando a resposta
da fase imediata através da medida dos mediadores inflamatorios dos
mastocitos (triptase e prostaglandina D2) e do influxo celular, imediatamente
apdés a exposicdo ao ozbnio e a provocacdo alérgena subseqiente. Eles
analisaram o lavado nasal de individuos com asma leve antes e apds cada
exposicdo a 0,4 ppm de ozb6nio, e apés a administracdo do alérgeno nasal.
Embora o alérgeno tenha produzido um aumento na liberacdo de mediadores
da fase imediata (derivado dos mastécitos), nenhum aumento foi verificado
apos a exposicdo ao ozonio. Neutrdfilos e os mediadores inflamatorios dos
eosindfilos ndo aumentaram apds a exposicdo ao o0zbnio ou ao alérgeno,
apesar de o 0z6nio ter aumentado o influxo de eosindfilos, apds a exposicao ao
alérgeno. A exposi¢do ao 0zdnio ndo promoveu uma liberagdo de mediadores
de resposta a fase imediata, nem aumentou a resposta a provocacao alérgica,
na cavidade nasal de pacientes com asma extrinseca. Entretanto, o 0zonio
promoveu um influxo de células inflamatérias (eosindfilos) que ajudou na
inducao da resposta da fase tardia, nessa populacéo.

Newson et al. (2000) avaliaram o lavado brénquico de sete pacientes
com asma leve, expostos a 0,2 ppm de ozobnio por duas horas, com
exercicios intermitentes. Ocorreu uma diminuicdo significante do volume
expiratério forcado no primeiro segundo e da capacidade vital forcada, apos
a exposicdo ao ozdnio. Seis horas apos a exposi¢cdo ao 0z6nio, houve um
aumento dos neutrofilos. Vinte e quatro horas apos a exposi¢ao ao poluente,
ocorreu uma diminuicdo das células epiteliais ciliadas. Nao houve diferenca

significativa em relacéo aos eosindfilos e linfocitos.
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Nichols et al. (2001) investigaram um dos possiveis mecanismos de
resposta inflamatéria das vias aéreas de humanos ao ozénio inalado,
através da cultura das células epiteliais nasais, obtidas por bidpsia. Essas
células foram cultivadas em tecido colageno e expostas a 120, 240 ou 500
ppb de Os; durante trés horas. Houve uma producéo de radicais livres nas
células epiteliais expostas a 240 ppb de ozénio por trés horas. O fator de
transcricdo nuclear NF-kB foi ativado e sua capacidade, subsequentemente,
aumentou nas células epiteliais nasais, ap0s exposicdo a todos os niveis de
ozbnio. A média basal foi analisada para a presenca de fator a de necrose
tumoral (TNF-a) por meio do Elisa. Em culturas expostas a 120 ppb de O3, a
concentragdo de TNF-a néo foi, significantemente, diferente. No entanto, a
exposicdo a 240 e 500 ppb de Os; aumentou a expressao de TNF-a em
relacdo aos controles, 16 horas ap0s a exposic¢ao.

Calderon-Garciduenas et al. (2001) realizaram biopsia nasal de 15
criancas expostas ao o0zodnio, material particulado e aldeidos na cidade
metropolitana do México e compararam com a biépsia nasal de 11 criancas
de uma cidade com baixos niveis de poluentes. Nas crian¢cas expostas aos
altos niveis de poluentes foram detectadas alteracdes nas células ciliadas e
caliciformes, hiperplasia de células basais, metaplasia escamosa e leves
displasias, e anormalidades ciliares.

Depuydt et al. (2002) realizaram um estudo experimental em ratos
para observar se o0s niveis de o0z6nio ambiente (100 ppb por duas horas)
intensificavam a sensibilizacdo alérgica e a inflamacdo das vias aéreas,

através de lavado broncoalveolar com posterior coloracdo pelo método de
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Giemsa para contagem diferencial e histologia pulmonar. Os ratos foram
sensibilizados com ovalbumina e metade deles expostos ao o0zonio.
Subsequentemente, o0s ratos sensibilizados foram expostos novamente ao
O3 e provocados com antigenos. A exposicdo ao Oz (primeira exposicao)
durante a sensibilizacdo nao influenciou a inflamacao das vias aéreas apés a
provocagdo com alérgeno. Entretanto, em ratos j4 sensibilizados, a
provocacdo com ovalbumina, junto com o Oz (segunda exposi¢éo), resultou
em intensificacao da eosinofilia e linfocitose de vias aéreas.

Wagner et al. (2002) testaram a hip6tese que o Oj intensifica a
resposta inflamatéria e epitelial da rinite alérgica, por meio de um estudo
experimental com ratos sensibilizados com ovalbumina expostos ao O3 (0,5
ppm por oito horas por dia) por um dia ou trés dias consecutivos. O exame
histopatologico demonstrou influxo de neutréfilos e eosindfilos na
submucosa nasal apenas com a exposicdo a ovalbumina. Com a exposi¢céo
ao Os, houve aumento dos eosindfilos, mas ndo das outras células
inflamatérias. Apds trés dias de exposicdo ao Oz, houve aumento das
células epiteliais, bem como o aparecimento das células produtoras de muco
em areas onde elas eram normalmente ausentes.

Polosa et al. (2004) avaliaram dez individuos sadios expostos a 400
ppb de O3 durante duas horas, em duas ocasifes diferentes, com intervalo
de duas semanas, sendo realizada bidpsia nasal seis horas apés a
exposicao ao poluente. Apés a exposicdo ao Os, as bidpsias nasais exibiram
um aumento significante do nimero total de neutréfilos no epitélio nasal e

submucosa.
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3.3.2 Material particulado

Mello Jr. (1998) avaliou o efeito da exposi¢do de particulas inalaveis
em ratos expostos a polui¢do industrial de Cubatao (S&o Paulo) e Ubatuba
(cidade litoranea de S&o Paulo), sendo encontrada uma menor sintese
protéica nas células epiteliais e glandulas submucosas nos ratos que
permaneceram em Cubatdo, cidade com altos niveis de particulas inalaveis,
embora essas ndo tenham ultrapassado os limites estabelecidos pela
Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental (CETESB) da cidade de
Séo Paulo.

Existem evidéncias de que os produtos da queima de combustiveis
(particulas da combustdo de diesel) agem como adjuvantes no sistema
imune e podem liderar o aumento da inflamacao alérgica. Estudos em
animais (Miyabara et al., 1998) e em humanos (Fujieda et al., 1998) tém
mostrado que particulas de combustdo de diesel aumentam a producao de
imunoglobulina E (IgE) por uma variedade de mecanismos. Isso inclui a
producdo de quimocinas e citocinas, bem como a ativacdo de macréfagos e
outros tipos celulares, incluindo células epiteliais (Devalia et al., 1999).

Doses atOxicas de particulas de combustdo de diesel tém um efeito
estimulante significativo da interleucina-8 e producédo de GM-CSF por células
nasais e epiteliais brénquicas (Ohtoshi et al., 1998). Ja esta bem estabelecido
gue as células epiteliais respiratorias sao as primeiras células-alvo a produzirem
uma variedade de citocinas em resposta as particulas de combustao de diesel
(Bayram et al., 1998). Os autores demonstraram que a producdo de

interleucina-8, induzida por particula de combustao de diesel, foi regulada em
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nivel transcripcional (Takizawa et al., 1999). Recentemente, observaram, ainda,
gue as particulas de combustéo de diesel induziram a expressao genética de
eotaxina em células epiteliais bronquicas (Takizawa et al., 2003), embora outros
estudos discordem dessa observacédo (Bommel et al., 2003).

Salvi et al. (1999) estudaram o efeito particular de combustdo de
diesel (300 pg/m*® em uma hora) em voluntarios em atividade fisica
continuamente, constatando um aumento significante das células
inflamatodrias (neutrofilos, linfocitos B, mastacitos).

Em outro estudo, Salvi et al. (2000) demonstraram que a exposicao a
particula de combustdo de diesel durante uma hora induz inflamagéo
leucocitaria nas vias aéreas em voluntarios humanos sadios, envolvendo
neutrofilos, linfécitos e mastocitos, com aumento de inUmeros mediadores
inflamatorios.

As células do epitélio respiratério representam a primeira defesa
contra agentes poluentes nocivos, incluindo particulas de combustdo de
diesel, e, por consequéncia disso, muitos trabalhos sobre os efeitos das
particulas de combustédo de diesel nas células epiteliais respiratérias tém
sido realizados in vitro (Marano et al., 2002).

Fireman et al. (2004) analisaram o lavado bronquico de 39 bombeiros
expostos a material particulado e produtos de combustdo durante e apds o
colapso do World Trade Center em Nova York, 10 meses ap0s a tragédia. O
grupo controle foi composto de 12 bombeiros israelenses residentes em Tel-
Aviv e oito trabalhadores da salude ndo expostos a poeira do World Trade

Center. Nenhum dos controles fumava ou apresentava doenga respiratéria.



REVISAO DA LITERATURA - 23

A contagem diferencial das células diferiu entre o grupo dos bombeiros do
World Trade Center e os trabalhadores da saude, mas foi semelhante entre
os dois grupos de bombeiros. Foi observado um maior nimero de neutréfilos
e eosindfilos nos bombeiros do World Trade Center. As particulas foram
maiores e de formato mais irregulares nos bombeiros do World Trade Center
(1 a 50 microns — zinco, mercurio, ouro, estanho, prata) do que nos
bombeiros de Tel-Aviv (1 a 10 microns — silica, argila).

Riechelmann et al. (2004) analisaram o citograma nasal de 30
voluntarios sadios expostos ao material particulado nas concentracdes de
150 e 500 pg/m?3, durante trés horas. Apds 24 horas de exposicdo de 500
ug/m*® do material particulado, os autores observaram um aumento de
interleucina-1 (72,3%), interleucina-6 (42,2%) e interleucina-8 (19,7%)

correlacionado com o aumento de neutréfilos nasais.

3.3.3 Dioxido de nitrogénio

Sandstrom et al. (1991) realizaram provocagdo com NO; (2-6 ppm)
em 18 individuos fumantes e avaliaram o lavado brénquico antes e apés a
exposicdo ao NO,. Os autores observaram um aumento de linfocitos e
mastocitos ap0s a exposicdo ao poluente, porém nao houve aumento
significante de neutrdfilos, eosindfilos e células epiteliais.

Hussain et al. (2004) analisaram o lavado bronquico de oito ratos
expostos a 2 ppm de NO; durante 24 horas e depois de sensibilizados com
ovalbumina, e o grupo controle apenas sensibilizado com ovalbumina. Os

autores utilizaram a técnica de “Periodic Acid Schiff” (PAS) para deteccdo da
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hiperproducdo de muco. Os ratos expostos ao poluente apresentaram
inflamacao de vias aéreas caracterizada pela presenca de neutrdfilos, hiper-
reatividade bronquica para metacolina inalada e hiperplasia de células
caliciformes. Houve dano epitelial e reducdo da expressdo de mucina. Nao
ocorreu aumento de eosinéfilos. A reducao de mucina pode ser explicada
por um mecanismo de injdria seguida de longo tempo de exposi¢cdo ao NO;
inalado. Durante a exacerbacdo da asma, ocorreu um aumento da producgao
de muco pela célula epitelial, devido a hiperplasia e metaplasia da célula
caliciforme. Apesar do aumento do dano epitelial em ratos expostos a
ovalbumina, a exposicdo ao NO; ndo alterou a expressao da resposta das

vias aéreas induzidas por alérgenos.

3.3.4 Dioxido de enxofre

Sandstrom et al. (1989) analisaram o lavado bronquico de 22
individuos sadios apdés a exposicdo a 8 ppm de SO, observando um
aumento do namero de linfocitos, macréfagos e mastocitos apds 24 horas,
retornando a normalidade apds 72 horas.

Saldiva et al. (1992) observaram um aumento da viscosidade do muco
das vias aéreas de ratos expostos, durante seis meses, a diferentes
poluentes (SO, Oz, PM10 e CO) com niveis aceitdveis para a saude
humana, na cidade de S&o Paulo.

A respiracdo nasal protege contra os efeitos pulmonares de SO,
porque este gas, altamente solivel em agua, é absorvido muito

eficientemente pela mucosa nasal. Peden et al. (1995) realizaram estudo em
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11 adolescentes asmaticos que foram expostos a 1400 pg/m® de SO,
durante cinco dias consecutivos e durante esforco fisico, ocorrendo uma
diminuicdo da secre¢do nasal e um aumento significativo da resisténcia da

via aérea superior.

3.3.5 Mistura dos poluentes

Polat et al. (2002) estudaram o efeito do PM, O3z, NOx e SO, em
quatro locais diferentes, no periodo de quatro meses, na cidade de
Nordrhein-Westfalen (Alemanha), na mucosa nasal de 884 individuos, (501
maes e 383 criancas entre seis e sete anos de idade) através de lavado. Os
autores nado encontraram diferencas em relacdo aos neutréfilos nos
diferentes locais, apesar de existir uma pequena diferenca dos niveis de
poluentes entre eles, durante o periodo. Nos locais mais poluidos, eles
encontraram um maior nimero de células epiteliais. Interessantemente, o
ndamero de células totais e niveis de interleucina-8 em criangas estavam
mais altos do que nas mées, sugerindo um aumento da susceptibilidade ao

efeito da poluicdo atmosférica.



4 CASUISTICA E METODOS
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4.1 Casuistica

Trata-se de um estudo observacional longitudinal, realizado durante o
ano de 2003, composto por 40 pacientes divididos em dois grupos, que
foram submetidos a coleta de secrecdo nasal em quatro ocasifes diferentes
para andlise do citograma nasal. O primeiro grupo foi constituido por 20
pacientes com diagnéstico de rinite alérgica residentes na cidade de Sao
Paulo, provenientes do Ambulatério da Divisdo da Clinica de
Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo, compondo assim o grupo alérgico. O segundo
grupo foi o grupo controle formado por 20 voluntarios sadios, sem queixas
nasais, residentes nessa capital. No decorrer do ano, houve perdas de
algumas coletas nasais por motivos diversos. Por essa razéo, tivemos que
excluir do estudo os pacientes com dados incompletos, restando 11
pacientes alérgicos e 12 individuos normais.

Todos os pacientes com rinite alérgica e individuos normais
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido explicando que
participariam de um estudo cientifico onde foram detalhadas pelo autor todas
as condicdes em que o trabalho seria realizado. Os critérios de incluséo e

exclusdo foram preenchidos, e, em seguida, 0s pacientes receberam uma
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numeracdo para a identificacdo nos grupos de estudo e controle. Essa
pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo no dia 9 de outubro

de 2002, com o numero de protocolo 781/02.

4.1.1 Critérios de incluséo - Grupo alérgico

a) Pacientes que ap0s orientacdo adequada sobre o estudo clinico a
ser realizado pelo investigador, preencheram corretamente o consentimento
livre e esclarecido e receberam uma cépia do documento.

b) Pacientes com rinite alérgica comprovada pela histéria clinica,
exame fisico e teste cutaneo de hipersensibilidade imediata para inalantes
positivo.

c) Pacientes entre 18 e 45 anos, de ambos os sexos e qualquer raca.

d) Pacientes em bom estado de saulde, livres de qualquer outra
doenca que pudesse interferir na evolugdo do estudo ou na avaliagcdo da
rinite (Hipertensdo Arterial Sistémica, cardiopatia ou qualquer doenca que
necessite do uso de medicagdes citadas no Anexo A).

e) Pacientes capacitados e habilitados a seguirem e aderirem ao
esquema de visitas.

f) Pacientes que residiam e trabalhavam na cidade de Séao Paulo.
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4.1.2 Critérios de incluséo - Grupo controle

a) Individuos que, ap0s orientacao adequada sobre o estudo clinico a
ser realizado pelo investigador, preencheram corretamente o consentimento
livre e esclarecido e receberam uma cépia do documento.

b) Individuos entre 18 e 45 anos, de ambos 0s sexos e qualquer raca.

c¢) Individuos sadios, sem gqueixas nasais e sem rinite comprovada pela
histéria clinica e pelo teste cutaneo de hipersensibilidade imediata para inalantes.

d) Individuos em bom estado de saude, livres de qualquer outra
doenca que pudesse interferir na evolugédo do estudo (Hipertenséo Arterial
Sistémica, cardiopatia ou qualquer doenca que necessite do uso de
medicacdes citadas no Anexo A).

e) Individuos capacitados e habilitados a seguirem e aderirem ao
esquema de visitas.

f) Individuos residentes na capital de Sao Paulo.

4.1.3 Critérios de excluséo

a) Pacientes que tenham recebido medicacdo para tratamento de
doencas alérgicas ha menos tempo que o recomendado (Anexo A) para que
seu efeito farmacoldgico néo interferisse nos estudos clinicos laboratoriais
segundo literatura médica (Howarth et al., 2005).

b) Pacientes que estivessem fazendo uso de medicamentos e/ou
drogas que possam levar a um quadro de rinite (ex.: beta-bloqueadores)

c) Pacientes com outras doencas nasais, tais como rinites nao-

alérgicas, infeccOes de vias aéreas superiores (IVAS), sinusites e polipose.
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d) Pacientes que participaram de algum estudo clinico pregresso em
um prazo menor de 30 dias.

e) Pacientes que, na opinido do investigador, sdo dependentes de
descongestionantes nasais, anti-histaminico nasal e/ou anti-inflamatérios
tOpicos nasais.

f) Pacientes tabagistas.

g) Os itens A, B e D foram reavaliados em todas as coletas nasais.

4.1.4 Restrigbes que foram observadas

a) Nenhuma pessoa envolvida diretamente com a pesquisa participou
do estudo como paciente.

b) Nenhum paciente foi envolvido no estudo mais de uma vez.

c) O estudo foi conduzido pelos mesmos investigadores acordados

previamente neste protocolo.
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4.2 Métodos

Foi realizada uma anamnese otorrinolaringoldgica detalhada e exame
fisico otorrinolaringol6gico em todos os pacientes. Todos os pacientes foram
submetidos ao teste cutaneo' de hipersensibilidade imediata (“Prick test”)
com antigenos inalatérios comuns em nosso meio, para confirmagédo e
exclusdo diagndstica da rinite alérgica (Anexos B, C e D). Em seguida foi
realizada a coleta de secrecdo nasal para andlise do citograma com trés
diferentes tipos de coloracédo celular: AQNOR, Leishman e PAS. Essa coleta

foi realizada em quatro ocasides diferentes, uma em cada estag&o do ano.

4.2.1 Técnica de coleta da secrecao nasal

Neste trabalho coletamos a secrecdo nasal por meio de uma escova
cervical uterina (“cytobrush”)? para a realizacdo do citograma nasal. A
escova foi colocada em meato médio, sob visdo direta, com auxilio de
espéculo nasal e foco frontal, durante 30 segundos, com movimento circular
e discreta pressdo sob a mucosa. Apds a coleta, a escova € agitada com
movimentos circulares dentro de um tubo de ensaio com 5 mL de soro
fisioldgico durante um minuto. Esse procedimento foi realizado pelo mesmo
examinador em todos os pacientes em uma das cavidades nasais.
Escolhemos o lado de melhor visualizacdo do meato médio para coleta da

secrecao nasal, o que variou a cada paciente.

L IPI ASAC - International Pharmaceutical Immunology do Brasil Ltda.
2 Kolplast® (S&o Paulo — Brasil)
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4.2.2 Técnica de preparo das laminas

O material do tubo de ensaio foi transferido para um tubo coénico
graduado com o auxilio de uma pipeta e centrifugado a 2000 rpm por oito
minutos em centrifuga®. Foi retirada parte do liquido sobrenadante e a seguir
preparadas as laminas. Foram preparadas seis laminas (duas para cada
coloracédo). O esfregaco foi preparado conforme o sedimento obtido para
contagem diferencial das células. A suspensado do sedimento do material foi
centrifugada novamente a 1500 rpm, durante trés minutos, em uma
citocentrifuga®. A partir dai foram preparadas seis novas laminas com o
material agora concentrado para se obter uma visao geral das células. Uma
centrifugacédo complementa a outra. Foram totalizadas quatro laminas para
cada tipo de coloracdo, porém, apenas nas duas primeiras, foi realizada a
contagem diferencial. O preparo das laminas foi realizado pelo mesmo
técnico do Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

4.2.3 Técnica de preparo da coloracao
As coloracdes Leishman, PAS e AgNOR foram preparadas de acordo
com as técnicas padronizadas no Laboratorio Central do Hospital das

Clinicas da FMUSP e estdo descritas no Anexo E.

% Eppendorf modelo 5810 (Hamburgo — Alemanha)
* Shandon, modelo Cytospin 3 (Maryland — EUA)
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4.2.4 Leitura das laminas
A leitura de todas as laminas foi efetuada pelo mesmo patologista que
realiza todas as leituras de citologia nasal do Laborat6rio Central do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

4.2.4.1 Anélise do Leishman

Na coloragdo de Leishman, analisamos os tipos celulares e
quantificamo-los por meio de microscopio 6ptico binocular®. Foi realizada
uma contagem global das células epiteliais e inflamatérias totalizando 100%
das células encontradas nas laminas (Figuras 1 a 4). A seguir subdividimos

os dois grupos em 100% de cada grupo, conforme ilustrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Exame citolégico nasal pelo método de coloracdo de

Leishman
Células Porcentagem Células Porcentagem Total
Inflamatérias n% Epiteliais n % ota
Leucécitos n Cé|u|aS Epltellals n 100
Totais Totais
Neutrofilos n Planas n
Eosinofilos n Clll_n_drlcas n
Ciliadas
Baséfilos n Cilindricas n
Caliciformes
Linfécitos n
Monécitos n
Mastoécitos n
Total 100% 100%

® LEICA-DMLS (Allendale — EUA)
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Figura 1 - Neutroéfilos (seta amarela) e célula epitelial ciliada (seta preta). Coloracao
Leishman (aumento total 1000X)

Figura 2 - Eosinéfilo pela Coloracédo Leishman (aumento total 1000X)
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Figura 3 - Células epiteliais ciliadas (seta amarela) e caliciformes (seta preta).
Coloragéo Leishman (aumento total 1000X)

Figura 4 - Células epiteliais ciliadas pela coloragdo Leishman (aumento total 1000X)
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4.2.4.2 Analise do “Periodic Acid Shiff”

Na coloragdo do PAS, analisamos a intensidade da coloragédo e
graduamos um numero correspondente as diferentes intensidades em 100
células caliciformes (secretoras) integras, em bom estado de conservacao,
por meio de microscépio 6éptico binocular®. Todas as células receberam um
namero de acordo com a intensidade de coloracdo, conforme visibilizado no
Quadro 2. Esse numero foi multiplicado pelo nimero de células
correspondentes, e em seguida obtivemos um score decorrente da somatéria
dos resultados dessas multiplicacdes. Nesta técnica, quantificamos a
impregnacao da célula secretora, ou seja, quanto maior a impregnacao,

maior é a producdo de muco pela célula secretora (Figuras 5 e 6).

Quadro 2 - Resultado da Técnica de coloracdo PAS

NUumero Intensidade de impreghacéo
0 auséncia
1 fraca
2 moderada
3 intensa

Score = Somat6ria
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Figura 5 - Coloragdo PAS - células caliciformes com impregnagdes 1 (seta amarela) e
2 (seta preta) (aumento total 1000X)

Figura 6 - Coloragdo PAS - Célula caliciforme com impregnacdo 3 (setas pretas)
(aumento total 1000X)
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4.2.4.3 Sistema para analise de AQNOR

A analise quantitativa da expressdo das AgNORs foi realizada por
meio de analise digital de imagem, usando programa (“software”)
especifico®. As imagens foram geradas por microscépio binocular®, com

video camera acoplada’ e inseridas em um computador® (Figura 7).

totalmente o i E
microscapioyanalisacer lista ao whilizar o
de imagem apds o win

microscapio

Figura 7 - Analisador de imagens

® Leica Qwin Colour — RGB (Allendale — EUA)
" JVC modelo TK-C 1380 E
8 pentium 133 Mhz



OBJETIVOS - 39

4.2.4.4 Analise das areas de AGNOR nas células ciliadas e caliciformes
Um total de 100 células por lamina foi analisado com Optica de 10X com
lente de aumento de 100X, em 6leo de imersao, resultando num aumento total
de 1000X. Este numero, para contagem, é suficiente para obter-se um nivel de
confianca adequado (Antonangelo et al., 1994; Cavalcanti, 1996). A avaliacéo
foi feita em células com nucleos integros, onde os pontos (‘dots”) de AQNOR
eram facilmente identificados, sem interferéncia de artefatos da técnica de
coloracao (Crocker et al., 1989; Ruschoff et al., 1990). Foi entdo realizada a
medida da 4rea ocupada (expressa em um?) no ntcleo pelos “dots” de AGNOR,
ou seja, a leitura da intensidade de sua impregnacéao pela prata (Figura 8). Em
cada espécime foi feito o somatorio total das areas, dividindo-se por 100 para
obter-se a area média de AgNOR nuclear de cada espécime e posteriormente

obter-se a area média de AQNOR em cada grupo.

Figura 8 - Células epiteliais ciliada (seta preta) e caliciforme (seta vermelha) coradas
com AgNOR com os “dots” no nucléolo das células (aumento total 1000X)
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4.2.5 Células analisadas

Analisamos todas as células inflamatérias e epiteliais nasais,
entretanto utilizamos, para este estudo, os eosindfilos, os neutréfilos, as
células ciliadas e caliciformes pela relevancia das mesmas na revisao de

literatura.

4.2.6 Andlise da poluicao atmosférica

Os niveis de poluicdo atmosférica foram obtidos pelos dados
fornecidos pela CETESB. Analisamos ainda, da mesma forma, as médias
diarias de temperatura e de umidade do ar, fornecidas pelo Instituto
Astrondmico, Geofisico e de Ciéncias Atmosféricas da Universidade Sao
Paulo (IAG).

Como os individuos moravam e trabalhavam em bairros distintos da
capital de Sao Paulo, obtivemos as médias diarias gerais dos poluentes dos
bairros de Sao Paulo e realizamos uma média geral da cidade. Os poluentes
analisados foram os seguintes: PM10, SO, NO,, CO e Os.

A citologia nasal foi comparada com os niveis de poluicdo atmosférica
medidos até sete dias antes da coleta. Cada dia anterior a coleta chamamos

de “LAG”, que em portugués significa atraso.
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4.2.7 Andlise estatistica

Realizamos a descricdo da amostra para todas as variaveis do
estudo, que receberam tratamento nao-paramétrico. Em toda analise
estatistica, adotamos o nivel de significancia de 5% (@ = 0,050). Portanto,
consideram-se estatisticamente significantes: o valor de significancia
calculada abaixo de 5% (p menor que 0,050), e que serd marcado com um
asterisco (*); o valor de significancia calculada que indicar tendéncia forte (p
entre 0,050 e 0,100) ser4 marcado com dois asteriscos (**). Foram utilizados
programas especificos® para o estudo estatistico.

Aplicamos o Teste de Mann-Whitney para comparar 0s pacientes
alérgicos (grupo alérgico) e os individuos normais (grupo controle) nas

guatro estac¢des do ano.

Aplicamos o Teste de Friedman (teste de analise de variancia de
medidas repetidas ndo-paramétricas) para comparar 0os pacientes de cada
grupo entre eles mesmos nas diferentes estagdes. Aplicamos o Teste dos
Postos Sinalizados de Wilcoxon para identificar essa diferenca entre as

estacoes.

Foi realizada a analise quantitativa dos poluentes, temperatura e
umidade do dia da coleta da secrecdo nasal e dos sete dias anteriores,
relacionando-a as células em que encontramos diferenca estatisticamente
significante, em cada grupo, nas diferentes estacées do ano. Analisamos a
relacdo estatisticamente significante das diversas variaveis com a regressao

linear multipla, podendo este ter um valor negativo o que denota uma

® SPSS (Statistical Package for Social Science) for Windows versdo 10.0, Statistica for

Windows versao 5.0
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relacdo inversa com determinada variavel (ou seja, enquanto uma célula
aumenta, a variavel diminui e vice-versa) ou ter um valor positivo (a célula
aumenta ou diminui igualmente a variavel analisada). Adotamos o nivel de

significancia de Z 3 2,017 o que corresponde a 43 graus de liberdade (44

observacdes - 1 = 43). Utilizou-se programa especifico para este estudo™.

19'5-Plus professional



5 RESULTADOS
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5.1 Comparacdo entre os grupos alérgico e controle
5.1.1 Método de coloracéo: Leishman

No verdo, foi observado um aumento de eosinéfilos no grupo alérgico
(m= 15,91) em relacdo aos individuos normais (m= 8,42), com nivel de
significAncia de p = 0,007. Houve um predominio de células ciliadas no
grupo controle (m= 15,13) em relacdo ao grupo alérgico (m= 8,59), com p =
0,021. Esses resultados foram representados nos Gréficos 1 e 2 e Anexo F.

No outono, houve um predominio de neutréfilos no grupo controle (m=
15,00) em relacdo ao grupo alérgico (m= 8,73), com p = 0,027. Esses
resultados foram representados no Grafico 3 e Anexo G.

No inverno, ocorreu um aumento dos neutréfilos no grupo controle (m
= 15,29) em relacéo ao grupo alérgico (m= 8,41), com p = 0,015. Quanto as
células caliciformes, houve um predominio no grupo alérgico (m= 15,45) em
relagcdo ao grupo controle (m= 8,83), com p = 0,019. Ocorreu um aumento
dos eosindfilos (m= 14,50) no grupo alérgico em relacdo ao grupo controle
(m= 9,71), porém ndo houve diferenca estatisticamente significante (p =
0,081). Ocorreu ainda um aumento das células ciliadas no grupo controle
(m= 14,42) em relacdo ao grupo alérgico (m= 9,36), porém ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p = 0,074). Esses resultados foram
representados nos Gréficos 1 a 4 e Anexo H.

Na primavera, ocorreu um aumento dos neutrofilos com predominio
no grupo controle (m= 15,04) em relagcédo ao grupo alérgico (m= 8,68), com p

= 0,025. Esses resultados foram representados no Gréfico 3 e Anexo |.
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Gréfico 1 - Comparacdo dos eosindfilos do grupo alérgico com o

grupo controle no decorrer do ano
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Gréafico 2 - Comparacao das células ciliadas do grupo alérgico com o
grupo controle no decorrer do ano
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Gréfico 3- Comparacdo dos neutréfilos do grupo alérgico com o

grupo controle no decorrer do ano
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Gréafico 4 - Comparacdo das células caliciformes do grupo alérgico

com o grupo controle no decorrer do ano
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5.1 2 Método de coloracdo PAS

No inverno, ocorreu um aumento do PAS no grupo alérgico (m= 14,82)
em relacdo ao grupo controle (m = 9,42), porém ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p = 0,056). Na primavera, ocorreu um aumento
do PAS no grupo controle (m= 14,38) em relacdo ao grupo alérgico (m= 9,41),
porém ndo houve diferenca estatisticamente significante (p = 0,079). No
verao e no outono, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre

0s grupos. Esses resultados foram representados no Gréafico 5 e Anexo J.

Gréfico 5- Comparacdo do PAS do grupo alérgico com o grupo

controle no decorrer do ano
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5.1.3 Método de coloracdo AgNOR

No inverno, ocorreu um aumento de AQNOR no grupo alérgico (m=
14,50 nm?) em relacdo ao grupo controle (m= 9,71 nm?), porém n&o houve
diferenca estatisticamente significante (p = 0,090). N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos nas demais estacées do ano.

Esses resultados foram representados no Grafico 6 e Anexo K.

Gréafico 6 - Comparacdo do AgNOR do grupo alérgico com o grupo

controle no decorrer do ano
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5.2 Comparacéao dos Pacientes de Cada Grupo Entre Eles Mesmos
5.2.1 Método de coloracao Leishman

No grupo alérgico, ndao houve diferenca significante quando
comparamos 0s pacientes entre eles mesmos.

No grupo controle, houve diferenca estatisticamente significante
guanto as células ciliadas (p = 0,010). Observamos diferenca significante
entre a primavera e o outono (p = 0,041). Esses resultados foram

representados no Gréfico 7.

Grafico 7- Comparacéo dos individuos do grupo controle entre eles
mesmos no decorrer do ano sendo encontrado a célula

ciliada com diferenga estatisticamente significante
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5.2.2 Método de coloracdo: PAS

No grupo alérgico, houve diferenca estatisticamente significante (p
0,001). Observamos diferenca significante entre o inverno e o verdo (p =
0,003); entre o inverno e o outono (p = 0,008); e entre a primavera e 0
inverno (p = 0,021). Esses resultados foram representados no Grafico 8.

No grupo controle, houve também diferenca estatisticamente
significante (p = 0,007). Observamos diferenca significante entre a primavera
e o verdao (p = 0,005); e a primavera e o outono (p = 0,003). Esses

resultados foram representados no Grafico 9.

Gréafico 8- Comparacdo dos pacientes do grupo alérgico entre eles
mesmos no decorrer do ano sendo encontrado o PAS com

diferenca estatisticamente significante
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Gréafico 9- Comparacdo dos pacientes do grupo controle entre eles
mesmos no decorrer do ano sendo encontrado o PAS com

diferenca estatisticamente significante
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5.2.3 Método de coloracdo AgNOR
Através do método AgNOR, nao houve diferenca significante quando

comparamos 0s pacientes de cada grupo entre eles mesmos.
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5.3 Relacédo das Variaveis Significantes com os Dados dos Poluentes
Atmaosféricos, da Temperatura e da Umidade do Ar

Para compreensédo dos resultados, utilizamos dois grandes grupos:
Grupo a e Grupo b, descritos abaixo para simplificar as correlacbes

utilizadas na tabela.

Associamos diversos parametros a serem comparados nesses dois
grupos cuja diferenca é a presenca da umidade relativa do ar no Grupo b.
Grupo a = temperatura do dia + outono + inverno + primavera +
poluente + célula
Grupo b = temperatura do dia + umidade do dia + outono + inverno +
primavera + poluente + célula
LAG = dia anterior a coleta
Relacédo positiva= o numero da célula acompanha o nivel do
poluente, ou seja, é diretamente proporcional.
Relagcédo negativa= o0 numero da célula é o oposto do nivel do
poluente, ou seja, é inversamente proporcional.
Em nenhuma das coloragbes observamos relacdo estatisticamente
significante das células com as alteracdes de temperatura e umidade do ar.

Encontramos relacdo significante (Z 3 2,017) apenas com o0s poluentes

descritos a seguir.
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5.3.1 Método de coloracao Leishman
5.3.1.1 Eosindfilos

No grupo alérgico, observamos que houve uma relagcéo positiva entre
os eosinodfilos e o material particulado menor que 10 micras (PM10) quatro
dias antes da coleta. Essa relacéo foi constatada quando utilizamos as duas
formulas (a e b) descritas abaixo. Verificamos que ocorreu uma relacdo

positiva entre os eosindfilos e o CO no dia da coleta (Tabela 1).

Tabelal- Relacdo entre os eosinoéfilos de pacientes alérgicos e os
poluentes significantes

EOSINOFILOS
POLUENTES ALERGICOS
z
PM10 LAG4-a (+) 2,1816
PM10 LAG4-b (+) 2,14952
CO-a (+) 3,10596
CO-b (+) 3,09715

Z - valor de significancia

No grupo controle, observamos que houve uma relagdo positiva entre
os eosinofilos e o 0zbnio de dois dias antes da coleta. Esse aumento foi
constatado quando utilizamos as duas férmulas visibilizadas na tabela
abaixo. Constatamos que houve uma relacao inversa entre os eosinéfilos e o

ozoOnio de trés dias antes da coleta (Tabela 2).
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Tabela 2 - Relacdao entre os eosinofilos de individuos normais e os
poluentes significantes

EOSINOFILOS
POLUENTES CONTROLE
Z
03 LAG2-a (+) 2,10041
O3LAG2-b (+) 2,00873
O;3LAG3-a (-) 2,60950
O3LAG3-b (-) 2,37703

Z - valor de significAncia

5.3.1.2 Neutréfilos
No grupo alérgico, observamos que houve uma relagdo positiva entre
os neutréfilos e o ozbnio do dia da coleta. Essa relacdo foi constatada

quando utilizamos as duas férmulas descritas abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 - Relacdo entre os neutrofilos de pacientes alérgicos e o
poluente significante

NEUTROFILOS

POLUENTES ALERGICOS
Z
Os-a (+) 2,1174

Z - valor de significAncia
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No grupo controle, observamos que houve uma relacéo positiva entre
os neutréfilos e o NO, do dia da coleta, e 0 PM10, o SO, e o NO; dois dias
antes da coleta. Houve uma rela¢éo positiva entre os neutréfilos e o O3 de

cinco dias antes da coleta (Tabela 4).

Tabela 4 - Relacdo entre os neutréfilos de individuos normais e os
poluentes significantes

NEUTROFILOS

POLUENTES CONTROLE
Z

PM10 LAG2-a (+) 2,68101
PM10 LAG2-b (+) 2,61289
S0, LAG2-a (+) 2,110884
NO.-a (+) 2,33609
NO, LAG2-a (+) 2,179308
NO, LAG2-b (+) 2,09636
03 LAG5-b (+) 2,708359

Z - valor de significAncia
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5.3.1.3 Células epiteliais ciliadas

No grupo alérgico, observamos uma relagéo inversa entre o PM10 de
cinco dias antes da coleta e o CO seis dias antes da coleta, com as células
ciliadas, ou seja, enquanto ocorreu um aumento significativo destes
poluentes, houve uma diminuicdo das células ciliadas, e vice-versa.

Constatamos uma relagéo positiva entre as células ciliadas e o O3 (Tabela 5).

Tabela5- Relacdo entre as células epiteliais ciliadas de pacientes
alérgicos e os poluentes significantes

CELULAS EPITELIAIS CILIADAS

POLUENTES ALERGICOS
Z
PM10 LAG5-a (-) 2,90454
PM10 LAG5-b (-) 2,979496
CO LAG6-a (-) 2,23491
Os-b (+) 2,51227

Z - valor de significAncia
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No grupo controle, verificamos uma relagdo positiva entre as células
ciliadas e 0 SO, e 0 Oz. Observamos uma relacao inversa entre o NO, de
trés dias antes da coleta com as células ciliadas, ou seja, enquanto ocorreu
um aumento significativo destes poluentes, houve uma diminuicdo das

células ciliadas, e vice-versa (Tabela 6).

Tabela 6 - Relacdo entre as células epiteliais ciliadas de individuos
normais e os poluentes significantes

CELULAS EPITELIAIS CILIADAS

POLUENTES CONTROLE
Z
SO,-a (+) 2,43564
NO, LAG3-a (-) 2,19565
NO, LAG3-b (-) 2,086588
Os-a (+) 2,09337

Z - valor de significAncia
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5.3.1.4 Células caliciformes
No grupo alérgico, verificamos uma relagdo positiva entre as células

caliciformes e 0 PM10 e SO de cinco dias antes da coleta (Tabela 7).

Tabela 7 - Relacao entre as células epiteliais caliciformes de pacientes
alérgicos e os poluentes significantes

CELULAS EPITELIAIS CALICIFORMES

POLUENTES ALERGICOS
Z
PM10 LAG5-a (+) 2,28305
PM10 LAG5-b (+) 2,32357
SO, LAG5-a (+) 2,172702
SO, LAG5-b (+) 2,12538

Z - valor de significAncia

No grupo normal, constatamos uma relagéo inversa entre o Oz dois
dias antes da coleta com as células caliciformes, ou seja, enquanto ocorreu
um aumento significativo destes poluentes, houve uma diminuicdo das

células caliciformes, e vice-versa (Tabela 8).

Tabela 8 - Relacdo entre as células epiteliais caliciformes de
individuos normais e o poluente significante

CELULAS EPITELIAIS CALICIFORMES

POLUENTES CONTROLE
Z

0; LAG2-a () 2,227219

0; LAG2-b (-) 2,14308

Z - valor de significAncia
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5.3.2 Método de coloracdo PAS

No grupo alérgico, observamos uma relacdo inversa entre PM10, NO,
e CO um e dois dias antes da coleta com o PAS, ou seja, enquanto ocorreu
um aumento significativo destes poluentes, houve uma diminui¢cdo do PAS, e

vice-versa (Tabela 9).

Tabela 9- Relacao entre o PAS de pacientes alérgicos e os poluentes
significantes

PAS
POLUENTES ALERGICOS
Z

PM10 LAG1-a (-) 2,3043
PM10 LAG1-b (-) 2,19572
PM10 LAG2-a (-) 2,138530
PM10 LAG2-b (-) 2,31251
NO, LAG1-a (-) 2,86005
NO, LAG1-b (-) 2,71984
NO, LAG2-a (-) 2,27111
NO, LAG2-b (-) 2,46512
CO LAG1-a (-) 2,6113156
CO LAG1-b (-) 2,580798
CO LAG2-a (-) 2,29731
CO LAG2-b (-) 2,190658

Z - valor de significAncia
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No grupo controle, constatamos uma relagéo negativa entre o Os dois

dias antes da coleta e o PAS (Tabela 10).

Tabela 10 - Relagdo entre o PAS de individuos normais e o poluente

significante
PAS
POLUENTES ALERGICOS
z
03 LAG2-b (-) 2,123694

Z - valor de significAncia

5.3.3 Método de coloragdo AgNOR
No grupo alérgico, constatamos uma relacdo positiva entre a
expressao de AgNOR e o NO; do dia da coleta e o O3 de seis dias antes da

coleta (Tabela 11).

Tabela 11 - Relacdo entre o AgNOR de pacientes alérgicos e o0s
poluentes significantes

AgNOR
POLUENTES ALERGICOS
Z
NO,-b (+) 2,07574
03 LAG6-a (+) 2,119143
05 LAG6-b (+) 2,13921

Z - valor de significAncia



RESULTADOS - 61

No grupo controle, verificamos uma relagéo inversa entre SO, cinco
dias antes da coleta com a expressao de AgNOR, ou seja, enquanto ocorreu
um aumento significativo destes poluentes, houve uma diminuicdo do

AgNOR, e vice-versa (Tabela 12).

Tabela 12 - Relacao entre o AgGNOR de individuos normais e o poluente

significante
AgNOR
POLUENTES CONTROLE
z
SO, LAG5-a (-) 2,13777
SO, LAG5-b (-) 2,02331

Z - valor de significAncia
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5.3.4 Resumo das relac@es significantes dos poluentes com as células
Para melhor visibilizacdo dos resultados, resumimos os dados

apresentados acima em uma Unica tabela (Tabela 13).

Tabela 13 - Resumo da relacdo entre as células nasais e os poluentes
atmosféricos nos dois grupos

Células Grupo Alérgico Grupo Controle
Eosino6filos (+) PM10 LAG4, (+) CO  (+) O3 LAG2, (-) O3 LAG3
Neutréfilos (+) O3 (+) PM10 LAG2, (+) SO,

LAG2, (+) NO,, (+) NO,
LAG2, (+) O3 LAG5

Células ciliadas (-) PM10 LAGS5, (+) SO, (+) O3, (-) NO;
(-) CO LAGS, (+) O3 LAG3

Células (+) PM10 LAGS, (+) SO, (-) O3 LAG2

caliciformes LAG5S

PAS (-) PM10 LAG1 e 2, (-) O3 LAG2

(-)NO,LAG 1 e 2,

(-)COLAG 1e?2

AgNOR (+) NO,, (+) O3 LAG6 (-) SO, LAG5
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5.3.5 Niveis de polui¢cdo no ano de 2003

Em 2003, os niveis de poluicdo, temperatura e umidade do ar estdo
representados nos Graficos 10 a 16. Os valores das médias mensais dos
poluentes, temperatura e umidade do ar analisados estdo descritos no
Anexo L.

Durante o ano de 2003, os poluentes que ultrapassaram 0s niveis
para boa qualidade do ar foram o PM10, o0 NO,, o0 Os. O PM10 ultrapassou
0s niveis para boa qualidade do ar em abril, maio, junho, julho, agosto e
setembro, com maiores indices nos meses de junho e julho. O NO; esteve
aumentado na maior parte do ano, nos meses de fevereiro, abril, maio,
junho, julho, agosto, setembro, outubro e novembro, com maiores indices de
junho a setembro. O O3 aumentou nos meses de janeiro, fevereiro, julho,
agosto, setembro, outubro e novembro, com maiores indices nos meses de
janeiro e fevereiro. O SO, e o CO estiveram com bons niveis para qualidade
do ar durante todo o ano. Esses dados estdo representados no Anexo L.

Os niveis de poluentes atmosféricos para boa qualidade do ar da

cidade de Sao Paulo, segundo a CETESB, estdo demonstrados no Quadro 3.
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Gréfico 10 - Variacdo dos niveis de NO, durante o ano de 2003
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Gréfico 11 - Variacdo dos niveis de Oz durante o ano de 2003
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Gréfico 12 - Variacéo dos niveis de CO durante o ano de 2003
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Gréfico 14 - Variacédo dos niveis de SO2 durante o ano de 2003
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Gréfico 15 - Variacédo dos niveis de temperatura durante o ano de 2003
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Grafico 16 - Variacdo dos niveis de umidade durante o ano de 2003
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Quadro 3- Niveis Atmosféricos para boa qualidade do ar segundo a
Cetesb em Séo Paulo

Poluentes Niveis atmosféricos para boa
gualidade do ar

SO, 0 - 80 mg/m®
PM10 0 - 50 ng/m®
NO. 0 -100 ng/m®
(6{0) 0—-4,5ppm

O3 0 - 80 ng/m®
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Os resultados do presente estudo demonstram uma associagao entre
parametros inflamatérios do citolégico nasal através dos métodos de
coloracdo Leishman, PAS e AgNOR, de pacientes com rinite alérgica e
individuos normais, com a exposi¢ao a poluentes atmosféricos, no decorrer
do ano. Observamos que, no verdo, houve um predominio de eosinéfilos no
grupo alérgico, enquanto no grupo controle houve um aumento das células
ciliadas. No outono, apenas, aumento de neutréfilos no grupo controle. No
inverno, ocorreu aumento de neutrofilos no grupo controle e de células
caliciformes no grupo alérgico. Na primavera, ocorreu um predominio de
neutréfilos no grupo controle. Em individuos normais, encontramos
normalmente, no citolégico nasal, a presenca de células epiteliais com
moderado numero de neutréfilos, enquanto em individuos alérgicos
observamos um aumento de eosindfilos (Pelikan e Pelikan-Filipek, 1988,
Togias et al., 1988, Pipkorn et al., 1989, Klementsson et al., 1990), basofilos
e células caliciformes (Meltzer e Jalowayski, 1991). Por outro lado, em
individuos com rinite irritativa ocasionada por poluicdo atmosférica, ocorre
um aumento de células caliciformes (Meltzer e Jalowayski, 1991). No
presente estudo, os individuos do grupo controle expostos a poluicao

atmosférica da cidade de Sdo Paulo, ndo apresentaram aumento das células
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caliciformes, e sim, das células ciliadas. Isso pode ter ocorrido, porque esses
individuos ndo apresentavam clinica de rinite irritativa, decorrente da
poluicdo atmosférica, demonstrando que eles respondem com descamacéao
dessas células, ocasionando o aumento das células ciliadas no citograma
nasal. O fato de ter ocorrido um aumento de células caliciformes nos
individuos alérgicos no inverno pode ser considerado como um sinal de
defesa, por produzirem muco para protecao do epitélio.

Nossos resultados mostraram, ainda, que, quando comparamos 0S
pacientes entre eles mesmos, nas diferentes estagdes do ano, observamos
uma diferenca significativa das células ciliadas e do PAS no grupo controle,
enquanto no grupo alérgico, apenas, do PAS. Nos pacientes alérgicos,
encontramos uma importante relacdo do material particulado com os
eosindfilos e com as células caliciformes, através dos métodos Leishman,
PAS e AgNOR, sugerindo que o PM10 estaria agindo como fator de
amplificacdo da reacgédo inflamatoria alérgica. Diferentemente dos alérgicos,
os individuos normais apresentaram uma relacdo dos neutrofilos e das
células ciliadas com um maior nimero de poluentes, destacando-se o Os,
SO,, PM10 e o NO2. Quando avaliamos o efeito da temperatura e/ou da
umidade do ar, ndo encontramos relacdo significativa com os parametros
inflamatérios. Esses dados estdo de acordo com Gluck e Gebbers (1996)
que, também, ndo observaram mudancgas na celularidade nasal decorrentes
da exposicéo ao ar frio.

Em nossos resultados, observamos uma sequéncia de alteracbes

celulares em pacientes alérgicos, logo apés a exposicdo do PMI10,
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desencadeando-se um processo inflamatério semelhante a cascata da
inflamacdo na rinite alérgica. Ocorreria inicialmente uma agressdo das
células epiteliais caliciformes, representada pelo aumento das mesmas, que
levaria a uma liberacdo de citocinas e quimocinas, promovendo a migracao
de eosindfilos para a mucosa nasal. Este aumento de células caliciformes
ocorre, justamente, para defesa do organismo contra o agente irritante,
produzindo maior quantidade de muco, diminuindo a penetragdo de
particulas na mucosa respiratoria. Neste estudo, observamos que, primeiro
(dois dias apdés a exposicdo ao poluente) ocorreu uma diminuicdo da
producdo de muco, e trés dias apds, ela aumenta. A medida que o nimero
de células caliciformes aumentava, para produzir mais muco, as células ciliadas
diminuiam, levando a uma inversao de padrdo de células epiteliais do
citograma nasal normal. Os individuos normais responderam ao agente
agressor com 0 aumento das células ciliadas e a diminuicdo das células
caliciformes, enquanto que no individuo alérgico constatamos um aumento das
células caliciformes e maior producédo de muco, até mesmo, por ele ja possuir
um maior nimero de células caliciformes. Os resultados de Miyabara et al.
(1998), Fujieda et al. (1998) e Devalia et al. (1999) corroboram 0S Nnossos
achados, quando afirmam que as particulas da combustéo de diesel podem
desencadear o aumento da inflamacédo alérgica devido ao aumento de
células epiteliais.

Quando ocorre qualquer processo inflamatério, as células inflamatorias
alérgicas (eosindfilos) circulantes necessitam de receptores no endotélio dos

vasos do tecido agredido para se ligarem, que sao chamados de moléculas de
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adeséo, destacando-se 0 ICAM-1 e o VCAM-1 (molécula de adesao da célula
vascular). O aumento de ICAM-1, resultante da exposi¢éo ao PM10, foi relatado
por Bayram et al. (1998). As moléculas de adesdo sdo expressas no endotélio
pela estimulagdo de citocinas produzidas e Iberadas pelas células teciduais.
Tanto a liberacdo de IL-8 e RANTES, do epitélio respiratorio e dos mastocitos,
gue promovem a migracao e o acumulo de eosindfilos na mucosa nasal, quanto
a producao de GM-CSF, que tem importancia para eosinofilia tecidual na rinite
alérgica, podem ser estimuladas por material particulado (Ohtoshi et al., 1998).
Takizawa et al. (1999) demontraram que o PM10 induziu a producéo de IL-8,
regulada em nivel transcripcional e, também, a expressao genética de eotaxina,
liberadas pelas células epiteliais (Takizawa et al., 2003), embora outros autores
discordem dessa observacdo (Bommel et al., 2003). Sabemos que as
eotaxinas, produzidas e liberadas pelas células epiteliais, estdo envolvidas no
processo de diapedese e quimiotaxia dos eosindfilos pela mucosa nasal. Esses
fatores quimiotaticos, assim como as moléculas de adesao, sao proteinas que,
guando elevadas, levam a um aumento da expressao de AgQNOR. No entanto,
nao encontramos aumento de AQNOR desencadeado pelo material particulado.
Imediatamente apds a exposicdo do NO,, houve uma relacdo positiva com o
AgNOR, ou seja, um aumento de AgNOR, que representa a capacidade de as
células epiteliais sintetizarem proteinas, levando a um aumento da atividade
inflamatéria, como discutiremos posteriormente.

Sabemos que as células do epitélio respiratério representam a primeira
defesa contra os agentes poluentes nocivos, incluindo o material particulado, do

gual 50% fica retido nas fossas nasais gerando diversas alteracfes e sendo
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ainda responsavel pela liberacdo de citocinas como a IL-8, potente fator de
atracdo de neutrdfilos (Marano et al., 2002). Em individuos normais, ocorreu
uma relacdo positiva entre os neutrofilos e o PM10 LAG2; deste modo,
observamos um aumento de neutréfilos dois dias apés a exposi¢cdo ao PM10.
Nossos resultados estdo em concordancia com Salvi et al. (1999 e 2000) que
também observaram um aumento de neutréfilos e mediadores inflamatoérios em
voluntarios sadios, expostos ao PM10.

Nossos achados estdo de acordo com Fireman et al. (2004) que
encontraram um aumento de neutréfilos em individuos sem doenca
respiratéria, apos a exposicdo a uma grande quantidade de PM10.
Entretanto encontraram também um aumento de eosindfilos, dados que
contrastam com nossos resultados. Os referidos autores, talvez, tenham
encontrado esse aumento de eosindfilos devido a quantidade excessiva de
material particulado durante uma grande demolicdo, levando a um efeito
agudo, enquanto nossos pacientes eram expostos, cronicamente, ao
material particulado.

Em individuos normais, a mucosa nasal € composta por um epitélio
do tipo pseudo-estratificado cilindrico ciliado, composto, principalmente, por
células epiteliais ciliadas e caliciformes (Dolci et al., 1998). Em resposta as
agressdes como poeira ambiental, infec¢des, traumas e alteragcbes da
temperatura e da umidade do ar, o epitélio respiratorio secreta citocinas pro-
inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a que promovem a quimiotaxia de
neutréfilos e macréfagos, proliferacdo de células epiteliais e liberacdo de

metabodlitos do acido aracdbnico, com aumento da sintese protéica.
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Riechelmann et al. (2004) observaram uma atracéo de neutroéfilos provocada
pelo aumento de IL-1, IL-6 e IL-8 apOs a exposicdo de material particulado
em individuos sadios, corroborando 0s nossos resultados.

Polat et al. (2002) observaram um aumento de células epiteliais e IL-8,
em lavado nasal de individuos normais expostos a uma mistura de poluentes.
Como nao encontramos trabalhos sobre a acdo do CO na mucosa nasal,
podemos considerar a associacéo de diversos poluentes como parametro de
comparagdo com 0S NnosSsos resultados, pois ndo devemos esquecer que
pode haver uma interacdo entre os poluentes, tornando-os mais toxicos
(Trevino et al. 1996). Saldiva et al. (1992) observaram um aumento da
viscosidade do muco, pelo aumento de sulfomucinas, em ratos expostos aos
diversos poluentes da cidade de S&o Paulo, incluindo o CO. Nossos achados
mostraram uma diminuicao da producédo de muco, expresso pelo PAS, um dia
apos a exposicdo do CO em pacientes alérgicos, diferentemente dos
resultados de Saldiva et al., talvez por eles ndo terem diferenciado seus
pacientes em grupos alérgicos e normais, enquanto ndés encontramos esses
dados nos pacientes alérgicos que responderam diferentemente a agressao
do monéxido de carbono. Além disso, encontramos uma associacdo positiva
entre os eosindéfilos e o0 CO no dia da coleta, ou seja, logo apds a exposicao
ao poluente houve um aumento dos eosindfilos, no mesmo dia. Seis dias apos
a exposicdo ao CO, observamos uma relacdo negativa com as células
ciliadas, ou seja, quando o CO aumenta, ocorre uma diminuicdo das células
ciliadas. Sabemos que o estresse oxidativo, produzido pelos poluentes, leva a

uma ativacao de citocinas que podem atrair células inflamatérias para a
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mucosa nasal. Acreditamos que ocorreu uma interacdo entre os poluentes
atmosféricos e ndo o efeito do CO isolado, visto que o CO age competindo
com a hemoglobina, causando dano tecidual apenas quando seus niveis
estdo altissimos.

O SOg, por ficar 100% retido na mucosa nasal, gera inflamacéo aguda
da mesma (Sandstrom et al., 1989), interferindo na acdo da barreira
mucociliar por meio da diminuicdo da secrecdo nasal e do aumento
significativo da resisténcia da via aérea superior (Peden et al. 1995). Nossos
resultados demonstraram aumento de células inflamatérias (neutréfilos) em
individuos normais dois dias ap0s a exposicdo ao SO,. Dados semelhantes
foram encontrados por Sandstrom et al. (1989) com pequenas
particularidades, ja que eles encontraram um aumento de processo
inflamatério as custas de linfocitos, macrofagos e mastécitos. Observamos,
ainda, um aumento das células ciliadas em individuos normais ap6s a
exposicdo ao SO,, com uma diminuicdo de AgNOR cinco dias apos. Se
considerarmos que, quando as células ciliadas aumentam, as células
caliciformes diminuem, a interpretacédo dessa diminuicdo de AgNOR poderia
ser devido a diminuigdo das células caliciformes, levando a uma menor
producdo de muco. Por outro lado, no grupo alérgico, observamos um
aumento das células caliciformes cinco dias apos a exposi¢ao de SO, 0 que
levaria a uma maior produgédo de muco, interferindo na barreira mucociliar e
justificaria o padrao hipersecretor encontrado no individuo alérgico.

N&o encontramos estudos sobre a associagao de SO, com o0 AgNOR,

entretanto Mello Jr. (1998) observou uma diminui¢do da sintese protéica nas
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células epiteliais e nas glandulas mucosas de ratos expostos cronicamente
ao material particulado, através da técnica de AgNOR. Esses resultados sédo
semelhantes ao do nosso estudo, quando relacionamos o AgNOR com o
SO,, porém ndo encontramos relacdo com o material particulado.
Acreditamos que essas diferencas tenham ocorrido porque estamos
avaliando individuos expostos as elevac¢des agudas dos poluentes, enquanto
qgue o referido autor observou o efeito cronico da poluicdo, sugerindo um
fendmeno de adaptacéo e tolerancia ao poluente.

Existem poucos estudos sobre os efeitos deletérios do NO; na
mucosa nasal. Sandstrom et al. (1991) encontraram um aumento de
linfécitos e mastécitos no lavado brénquico de individuos fumantes, apos a
exposicdo ao NO2, ndo constatando aumento significante de neutrofilos e
células epiteliais. Esses resultados contrastam com 0s nossos achados,
onde observamos, primeiramente, um aumento de neutrofilos (dois dias
apos), e em seguida uma diminuicdo das células ciliadas (trés dias apos).
Podemos supor que houve uma agressdao a célula epitelial, seguida da
atracdo de neutrdfilos e que essa agressao, com o0 passar do tempo,
produzia dano celular (célula ciliada). Essas diferencas podem ter ocorrido pelo
fato de 40% do NO; ficarem retidos na cavidade nasal, 0 que gerou nossos
achados, enquanto o estudo de Sandstrom et al. (1991) foi realizado com
lavado brénquico, possivelmente, sendo absorvida uma menor quantidade do
poluente, gerando uma menor resposta inflamatéria. Encontramos, ainda, uma
diminuicdo da expressao de mucina (através do PAS) ap6s um dia do aumento

do NO; no individuo alérgico. Esse padréo de inversdo persistiu até o segundo
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dia da exposicdo. Os achados de Hussain et al. (2004) corroboram 0S n0Ss0S
resultados, quando constataram uma reducdo na expressao de mucina pela
célula caliciforme, com a técnica de PAS (no lavado brénquico de ratos
sensibilizados com ovalbumina) devido ao longo tempo de exposi¢céo ao NO..

Em nossos resultados, o aumento de O3 causou uma elevacédo de
células ciliadas e de neutrofilos em pacientes alérgicos. Seis dias apés a
exposicdo ao 0zoOnio, ocorreu um incremento na expressao de AgNOR.
Concordamos com Bascom et al. (1990) quando afirmam que o 0z0nio
induziu um aumento de neutréfilos nas vias aéreas nasais de individuos com
rinite alérgica, entretanto, ndo encontramos associacao entre os eosindfilos
e 0 O3 como nesse estudo. Sabemos apenas, que este aumento ocorreu nas
24 horas de exposicao, visto que, nosso estudo nao foi laboratorial, com
uma quantidade controlada de oz6nio. Ndo encontramos nenhum estudo a
respeito dos efeitos do O; na mucosa nasal utilizando a técnica de AQNOR
como marcador inflamatério, porém sabemos que o AGNOR avalia a sintese
protéica da célula, seja ela para produzir muco, ou aumento de processo
inflamatoério. No individuo alérgico, podemos pressupor que haveria maior
sintese protéica, demonstrada pela tendéncia ao aumento de AgNOR,
representado por maior processo inflamatorio, visto que observamos uma
elevacao de células ciliadas e neutrdfilos.

Nichols et al. (2001) encontraram um aumento de citocinas, como o
TNF-a, 16 horas ap6s a exposi¢cdo ao Oz, 0 que levou a um aumento de
atividade inflamatéria das vias aéreas. Considerando que essas citocinas

sdo proteinas, podemos afirmar que, se esses autores tivessem utilizado a
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técnica de AgNOR para medir atividade inflamatéria em alérgicos,
possivelmente encontrariam um aumento de AgNOR, apds a exposicdo ao
O3 em concordancia com 0s nossos resultados.

Nossos resultados contrapdem-se aos achados de Ball et al. (1996) e
de Kehrl et al.(1999) que encontraram um aumento tardio de eosinéfilos na
secrecdo brénquica de pacientes alérgicos, apés a exposicao ao 0zonio,
talvez por esses autores controlarem os valores do ozonio (in vitro) ou
porque, em nosso estudo, avaliamos a secrecdo nasal ao invés da
brénquica, apesar do conceito de vias aéreas unidas.

Nossos resultados diferem dos de Peden et al. (1995 e 1997) ao
descreverem uma associacdo entre a exposicdo ao o0zobnio e o influxo de
eosindfilos em pacientes alérgicos, visto que, em nossos pacientes, essa
associacdo existiu ap6s a exposicdo com o material particulado.
Questionamos se isso ocorreu apenas pelos altos niveis de o0zb6nio
controlado em laboratério, no estudo em questdo, enquanto, N0 NOSSO
estudo, avaliamos o paciente exposto ao ozbnio atmosférico, sujeito as
variacfes atmosféricas periddicas, o que poderia inibir esse recrutamento de
eosinofilos.

Nossos achados estdo em concordancia com os de Hiltermann et al.
(1997), quando referem ter encontrado um aumento de neutréfilos e de
células epiteliais, apds a exposicdo ao o0zobnio, poluente mais elevado em
seu estudo. Entretanto sdo diferentes desses autores ao relatarem uma
associacao entre niveis altos de 0z6nio e aumento de eosinéfilos. Em nosso

estudo, encontramos o aumento de eosindfilos em associacdo com o
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material particulado, diferente dos autores em questéo, que nao encontraram
associacao entre o PM10 e parametros inflamatorios, exceto pelas células
epiteliais. Nightingale et al. (1999) também afirmam uma elevacdo de
neutréfilos, uma hora apés a exposicdo ao Os, contribuindo para 0s N0ssos
resultados que sugerem que o Os; atue como agente desencadeador da
reacao inflamatoria nasal.

Nossos resultados sdo semelhantes aos de Schierhorn et al. (1997)
ao afirmarem que o o0zbnio provoca aumento dos neutréfilos, porém sao
diferentes quando referem aumento de eosinoéfilos e mondcitos na mucosa
nasal de pacientes alérgicos. O estudo desses autores foi realizado in vitro,
em uma situacdo com variaveis manipulaveis (concentracdo de Og),
enquanto nosso estudo avaliou os niveis de Os; da atmosfera com a
interferéncia de outros fatores ambientais, as vezes até impossiveis de
mensurar, mas € indiscutivel seu valor, pois ele representa a analise de um
fato que realmente esta acontecendo.

Nossos resultados se opdem aos achados de Michelson et al. (1999)
guando relatam que o o0zOnio aumenta a resposta da fase tardia para o
alérgeno nasal, visto que ndo encontramos aumento de eosindfilos apos a
exposicdo ao ozbnio, em pacientes alérgicos. Apesar de encontrarmos 0s
maiores niveis de eosindfilos e de Os; em separado, no verdo, nao
constatamos diferenga significativa entre eles. Encontramos essa
associacao dos eosindfilos, apenas, com o material particulado, talvez pela
capacidade de agregar, em sua estrutura, outras substancias, tais como

antigenos alergénicos.
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Nossos resultados estdo de acordo com Newson et al. (2000) quando
inferem um aumento de neutréfilos em pacientes alérgicos, apds seis horas
de exposicdo ao o0zbnio e também por ndo terem encontrado associacao
entre o O3 e os eosindfilos. Entretanto, diferentemente dos nossos
resultados, eles observaram uma diminuicao das células ciliadas, talvez por
terem estudado em lavado brénquico, enquanto nos estudamos em
citologico nasal. E interessante comentarmos que, apesar do conceito atual
de vias aéreas unidas, encontramos algumas diferencas na resposta
inflamatéria das vias aéreas superiores e inferiores. As vias aéreas inferiores
estdo sujeitas a danos teciduais permanentes (fenbmeno de
remodelamento) ocorrendo, ainda, uma correlagdo importante entre o
aumento da hiper-reatividade brénquica e um maior nimero de eosindfilos,
fatos que ndo ocorrem nas vias aéreas superiores.

Nossos achados contrapdem-se aos resultados de Depuydt et al.
(2002) e Wagner et al. (2002) que constataram um aumento de eosinofilos
nas vias aéreas em ratos sensibilizados com ovalbumina, apds a exposi¢ao
ao Os. Entretanto Wagner et al. (2002) observaram um aumento de células
epiteliais ciliadas nasais semelhantes aos nossos resultados, demonstrando
gue as células epiteliais de ratos e humanos sdo agredidas da mesma
forma, porém desencadeiam um tipo de resposta inflamatéria diferente.

Em individuos normais, observamos que o poluente mais agressivo foi
0 Os. Dois dias apGs a exposicdo a esse gas houve uma relacéo positiva
com os eosindfilos, ou seja, um aumento de eosindfilos, e um dia apds, uma

relacdo negativa, ou seja, comecavam a diminuir. Constatamos uma relagao
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positiva entre os neutréfilos e o O3 LAG5, ou seja, um aumento de
neutrdfilos, cinco dias apds a exposicao ao Os. Logo apos o aumento do Os,
ocorreu relagcdo positiva com as células ciliadas, ou seja, um aumento
dessas células. Dois dias apdés a exposicdo ao Oz, houve uma relacao
negativa com as células caliciformes, ou seja, elas diminuiram em namero,
juntamente com a reducéo da producédo de muco, pela mesma, constatada
pelo PAS. De acordo com a fisiopatologia da rinite, observamos que, ap0s a
exposicdo ao agente irritante, ocorre um aumento das células epiteliais como
mecanismo de defesa. No caso de individuos normais, eles responderam ao
agente agressor com o aumento de células ciliadas e diminuicdo das células
caliciformes. Curiosamente, ocorreu uma atracéo de eosinofilos no individuo
normal, apés dois dias de exposicdo ao Osz. No individuo normal, ja é
esperado que o neutrdéfilo, atraido pela IL-8, seja o marcador de qualquer
processo inflamatério, incluindo nesse a exposicdo ao Os. Fato que
pudemos comprovar com nossos resultados, quando ocorreu sua elevagao,
cinco dias apés a exposicdo ao Os.

Nossos resultados estdo de acordo com Leikauf et al. (1995), quando
inferem que as células epiteliais das vias aéreas constituem um importante
alvo para injuria do Os, visto que encontramos um aumento das células
ciliadas e uma diminuicdo das células caliciformes com baixa producéo de
muco, ap6s 24 horas de exposicdo. Entretanto, em nosso estudo, ndo
aferimos mediadores inflamatérios dessas células. Encontramos um
aumento de eosindfilos, tardiamente, em associacdo com a exposi¢cao do

oz6nio, em individuos normais, como os autores descrevem, 0 que poderia
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inferir ser um sinal indireto do aumento de mediadores, suficiente para
desencadear a elevacao do niumero dessas células.

O aumento dos leucdcitos, como neutrdfilos e eosinoéfilos, nos
individuos normais, apés a exposicao ao ozénio, também foi observado por
Steerenberg et al (1996) que encontraram um aumento de mediadores
inflamatérios, tais como a proteina catidnica eosinofilica, em individuos
normais, expostos ao o0z6nio. Os neutrofilos sdo atraidos em qualquer
processo inflamatério do nosso organismo, diferentemente dos eosindfilos,
gue sdo células inflamatdrias, envolvidas na reacdo alérgica. O incremento
de eosindfilos encontrados nos individuos do grupo controle foi inferior a
10%, considerado normal por alguns autores (Howarth et al., 2005).
Encontramos uma elevacéo de eosindfilos no grupo alérgico em relacdo ao
grupo controle no veréo e forte tendéncia no inverno, exceto na primavera e
no outono quando seus niveis diminuiram e ficaram iguais aos dos
individuos do grupo controle.

Nossos resultados estdo de acordo com os achados de Morales et al.
(1998) que mostraram que altos niveis de 0z6énio levam a um aumento de células
inflamatdrias nasais. No entanto, esses autores encontraram anormalidade das
células caliciformes, enquanto ndés observamos, apenas, uma diminuicdo das
mesmas, pois avaliamos as células apenas quantitativamente.

Nossos achados concordam com os resultados de Kopp et al. (1999),
nos quais encontraram um aumento da atividade inflamatoria, representado
pela elevagdo de leucdcitos e eosinofilos, visto que houve um aumento da

proteina C catibnica encontrada nos granulos dos eosindfilos.
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Nossos achados sé&o semelhantes aos de Calderon-Garciduenas et al.
(2001) que encontraram alteragbes nas células ciliadas e caliciformes,
através de bidpsia nasal, em criancas expostas ao Oz, PM10 e aldeidos.
Entretanto, observamos apenas alteracées dessas células em relacdo ao
namero e nao a forma, além disso, ndo realizamos um estudo
histopatologico. Assim como Polosa et al. (2004), observamos uma elevacéao
de neutréfilos na mucosa nasal de individuos sadios, expostos ao Os.

No presente estudo, demonstramos que a elevacao aguda dos niveis
de poluentes, na cidade de Sao Paulo, resulta em mudancas na celularidade
nasal, com variacdes distintas, de acordo com a época do ano e com a
sensibilidade de cada individuo. Pudemos observar que o individuo alérgico
reage de maneira diferente do individuo normal, tanto em relacao aos tipos
celulares encontrados no citolégico, quanto ao tipo de poluente.
Constatamos que o PM10, foi o poluente que mais desencadeou alteracdes
inflamatérias na mucosa nasal de pacientes alérgicos, enquanto que nos
individuos normais, existiu um maior espectro de poluentes ocasionando
inflamagdes, com predominancia do Os. Para esclarecermos o porqué
dessas diferentes respostas, entre individuos alérgicos e normais,
decorrentes dos efeitos dos poluentes, necessitamos de estudos que
demonstrem a relacdo entre os mediadores inflamatérios e células nasais,
expostas cronicamente aos diversos poluentes nos individuos alérgicos e
normais, comparando com 0s mesmos grupos de individuos que residam em

um local sem poluicdo atmosférica.
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O acompanhamento do citograma nasal de individuos expostos

cronicamente a poluentes atmosféricos demonstrou:

a) Nos pacientes com rinite alérgica:
- Aumento de eosindfilos no verdo e de células caliciformes no
inverno;
- Auséncia de hipersecrecéo de muco pelas células caliciformes;

- A expressao de AGNOR nas células epiteliais foi indiferente.

b) Nos individuos sem rinite:
- Elevagéo de células ciliadas no verdo e de neutrofilos no outono,
inverno e primavera,
- Auséncia de hipersecrecéo de muco pelas células caliciformes;

- A expressao de AGNOR nas células epiteliais foi indiferente.

c) O poluente que mais influenciou o citograma nasal, no grupo

alérgico, foi o material particulado.
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d) O poluente que mais influenciou o citograma nasal, no grupo

controle, foi o ozonio.

e) A temperatura e umidade relativa do ar néo interferiram no

citograma nasal nas diferentes estacoes.
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ANEXO A

Tempo de restricdo para uso de medicamentos

Medicacéao

Cromoglicato de sédio ou nedocromil (todas as formas)

Corticosterdide - nasal, ocular, inalatério, oral, intravenoso,
retal

Corticosteréide - intramuscular ou intra-articular
Corticosteroéide tépico de uso na pele

Anti-histaminico via oral

Cetotifeno

Azelastina e levocabastina

Descongestionante ou anti-inflamatério nasal, oral ou ocular
Atropina nasal ou brometo de ipatrépio

Antibiotico sistémico (qualquer forma)

Imunoterapia

Anti-leucotrienos: montelukast

Drogas investigacionais

Tempo sem a sua
utilizagdo antes
da primeira visita

2 semanas

1 més

3 meses
14 dias
14 dias
10 dias

2 semanas
3 dias

1 semana
15 dias
2 anos
10 dias

30 dias
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ANEXO B

Antigenos inalatorios testados

Acaros

Fungos

Baratas

Antigenos animais

Pélens

- Dermatophagoides pteronyssinus
- Dermatophagoides farinae
- Blomia tropicalis

- Alternaria alternata
- Cladosporium herbarum
- Aspergillus fumigatus

- Blatella germanica
- Periplaneta americana

- Canis familiaris
- Felis domesticus

- Phleum pratense
- Lolium perenne

- Dactylis glomerata
- Festuca pratensis
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ANEXO C

Dados dos pacientes do grupo alérgico

Paciente
1A

2A

idade

profissdo

Teste Cutaneo

28

29

médica

médico

Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus, Felis
domesticus
Dermatophagoides
pteronyssinus

3A

4A

38

31

secretaria

fonoaudidloga

Dermatophagoides
pteronyssinus
Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus, Felis
domesticus

5A

6A

40

27

médico

fonoaudidloga

Dermatophagoides
pteronyssinus
Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus, Canis familiaris

TA

8A

28

28

médica

médica

Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus, Felis
domesticus
Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus

9A
10A

31
27

médica
advogado

Blomia tropicalis
Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus

11A

25

estudante

Blomia tropicalis,
Dermatophagoides
pteronyssinus
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ANEXO D

Dados dos individuos do grupo controle

Paciente idade profissdo Teste Cutaneo
1C 25 fonoaudidloga negativo
2C 31 baba negativo
3C 37 médica negativo
4C 32 fonoaudidloga negativo
5C 50 fonoaudidloga negativo
6C 26 médica negativo
7C 41 médica negativo
8C 25 estudante negativo
9C 30 secretaria negativo

10C 37 médico negativo
11C 30 médica negativo
12C 28 médica negativo
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ANEXO E

Coloracao LEISHMAN

A solucédo de Leishman foi preparada pela mistura de 2,5g de corante de
Leishman em p6é com 1000 ml de alcool metilico p.a. (metanol puro ou 99,8%),
seguida de uma espera de um més para envelhecimento antes do uso.

Duas laminas foram cobertas com o corante Leishman durante cinco
minutos, diluido em agua tamponada, esperando 15 a 20 minutos. A seguir,
as laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas para secar em

temperatura ambiente.

Coloracao PAS

As laminas foram fixadas com alcool metilico p.a. por cinco minutos,
lavadas em agua corrente, cobertas com acido periodico a 1% por 15
minutos e lavadas novamente em agua corrente. A seguir foram colocadas
numa placa de Petri, cobertas com reativo de Schiff e colocadas numa
estufa 37°C + 5°C por 30 minutos. Apés a retirada da estufa, as laminas
foram mergulhadas rapidamente em agua sulfurosa (1,0 g de Bissulfito de
sodio, 100ml de agua destilada, 1,0 ml de acido cloridrico (HCL)
concentrado), lavadas em agua corrente e secas em temperatura ambiente.
As laminas foram coradas com hematoxilina por 20 minutos, lavadas em
agua corrente e secas em temperatura ambiente. A Ultima etapa foi
mergulhar as laminas rapidamente em carbonato de litio e novamente lava-

las em agua corrente, deixando-as secar em temperatura ambiente.

Coloragédo AgNOR

Utilizamos a técnica de PLOTON modificada, adotada pelo
Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (Ploton et al., 1986). As laminas foram fixadas
em mistura acido acético/etanol 1:3 durante 30 minutos a temperatura de

56°C + 5°C, lavadas em agua corrente e colocadas por 20 minutos em agua
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destilada. Em seguida, foram incubadas em mistura de gelatina a 2% +
acido formico a 1% com nitrato de prata a 50% num coplin por 45 minutos
em ambiente escuro. Em seguida foram mergulhadas rapidamente em
tiossulfato de sodio a 5% e lavadas imediatamente em agua corrente,

secando a temperatura ambiente.
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ANEXO F

Anélise do Método Leishman nos grupos Controle e Alérgico no verao

Variavel Grupos  Posto Médio  Significancia (p)

. ) Controle 12,08
Leucocitos Totais _ 0,951

Alérgico 11,91

- Controle 12,75
Neutrofilos _ 0,580

Alérgico 11,18

o Controle 8,42
Eosinofilos _ 0,007*

Alérgico 15,91

. Controle 11,50
Basofilos _ 0,296

Alérgico 12,55

. Controle 10,83
Linfocitos 0,389

Alérgico 13,27

. Controle 10,63
Monaocitos _ 0,292

Alérgico 13,50

. Controle 12,00
Mastocitos _ > 0,999

Alérgico 12,00

5 o ) Controle 11,88
Células Epiteliais Totais 0,926

Alérgico 12,14

5 Controle 10,54
Células Planas 0,281

Alérgico 13,59

i o Controle 15,13
Células Ciliadas 0,021*

Alérgico 8,59

; - Controle 9,88
Células Caliciformes 0,116

Alérgico 14,32

*estatisticamente significante; Posto médio = média artificial utilizada em
testes ndo-paramétricos, ou a posicdo do numero em relagdo ao outro
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ANEXO G

Anélise do método Leishman nos grupos controle(l) e alérgicos(2) no

outono
Variavel Grupos  Posto Médio  Significancia (p)

. ) Controle 12,63
Leucocitos Totais 0,643

Alérgico 11,32

o Controle 15,00
Neutrofilos 0,027*

Alérgico 8,73

o Controle 11,08
Eosinofilos _ 0,485

Alérgico 13,00

. Controle 10,50
Basofilos _ 0,058**

Alérgico 13,64

. Controle 10,25
Linfocitos _ 0,196

Alérgico 13,91

) Controle 13,21
Mondcitos _ 0,350

Alérgico 10,68

. Controle 12,00
Mastocitos _ > 0,999

Alérgico 12,00

5 o ) Controle 11,38
Células Epiteliais Totais o 0,643

Alérgico 12,68

i Controle 12,54
Células Planas o 0,687

Alérgico 11,41

i o Controle 13,58
Células Ciliadas _ 0,241

Alérgico 10,27

5 - Controle 9,92
Células Caliciformes _ 0,123

Alérgico 14,27

*estatisticamente significante; ** forte tendéncia; Posto médio = média artificial
utilizada em testes nao-paramétricos, ou a posicdo do numero em relagcédo ao

outro
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ANEXO H

Anélise do método Leishman nos grupos controle(1) e alérgicos(2) no
inverno

Variavel Grupo Posto Médio  Significancia (p)
) ) Controle 15,21
Leucocitos Totais _ 0,017*
Alérgico 8,50
; Controle 15,29
Neutrofilos _ 0,015*
Alérgico 8,41
- Controle 9,71
Eosindfilos 0,081**
Alérgico 14,50
. Controle 12,00
Basofilos _ > 0,999
Alérgico 12,00
) ) Controle 10,13
Linfocitos 0,166
Alérgico 14,05
Controle 14,67
Mondcitos 0,022*
Alérgico 9,09
. Controle 12,00
Mastocitos o > 0,999
Alérgico 12,00
5 o ) Controle 8,50
Células Epiteliais Totais 0,009*
Alérgico 15,82
Controle 10,83
Células Planas 0,386
Alérgico 13,27
) Controle 14,42
Células Ciliadas 0,074**
Alérgico 9,36
- Controle 8,83
Células Caliciformes 0,019*
Alérgico 15,45

*estatisticamente significante; ** forte tendéncia; Posto médio = média artificial
utilizada em testes ndo-paramétricos, ou a posicdo do numero em relagcédo ao
outro
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ANEXO |

Anélise do método Leishman nos grupos controle(1) e alérgicos(2) na

primavera
Variavel Grupo Posto Médio  Significancia (p)

. ) Controle 14,38
Leucocitos Totais _ 0,066**

Alérgico 9,41

- Controle 15,04
Neutrofilos _ 0,025*

Alérgico 8,68

o Controle 11,58
Eosinofilos 0,739

Alérgico 12,45

) Controle 11,50
Basofilos 0,296

Alérgico 12,55

) ) Controle 10,50
Linfocitos 0,268

Alérgico 13,64

Controle 12,46
Mondcitos 0,563

Alérgico 11,50

. Controle 12,00
Mastocitos o > 0,999

Alérgico 12,00

5 o ) Controle 9,38
Células Epiteliais Totais _ 0,044*

Alérgico 14,86

Controle 12,72
Células Planas _ 0,578

Alérgico 11,18

5 o Controle 13,25
Células Ciliadas _ 0,354

Alérgico 10,64

5 - Controle 10,13
Células Caliciformes _ 0,165

Alérgico 14,05

*estatisticamente significante; ** forte tendéncia; Posto médio = média artificial
utilizada em testes ndo-paramétricos, ou a posi¢cdo do numero em relacdo ao

outro
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ANEXO J

Anélise do método PAS nos grupos controle (1) e alérgicos (2) nas

guatro estacdes do ano

Variavel Grupos Posto Médio Significancia (p)
Controle 11,50
PAS no veréo 0,712
Alérgico 12,55
Controle 12,79
PAS no outono _ 0,558
Alérgico 11,14
) Controle 9,42
PAS no inverno 0,056**
Alérgico 14,82
) Controle 14,38
PAS na primavera 0,079**
Alérgico 9,41

**forte tendéncia; Posto médio = média artificial utilizada em testes
ndo-paramétricos, ou a posicao do nimero em relacdo ao outro
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ANEXO K

Andlise do método AgNOR nos grupos controle (1) e alérgicos (2) nas
guatro estacdes do ano

Variavel Grupos Posto Médio  Significancia (p)
_ Controle 11,50
AgNOR no verao e 0,712
Alérgico 12,55
Controle 10,33
AgNOR no outono o 0,218
Alérgico 13,82
) Controle 9,71
AgNOR no inverno e 0,090**
Alérgico 14,50
) Controle 11,67
AgNOR na primavera o 0,806
Alérgico 12,36

**forte tendéncia; Posto médio = média artificial utilizada em testes néo-
paramétricos, ou a posicao do niumero em relagao ao outro
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