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RESUMO

NAGATO, Lilian Katié da Silva. ACOMPANHAMENTO TEMPORAL DA FUNCAO E
HISTOLOGIA PULMONARES EM CAMUNDONGOS EXPOSTOS A FUL IGEM DA
QUEIMA DE OLEO. Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ.

A fuligem da queima de 6leo (ROFA) é um poluente industrial composto de metais,
acidos e outros componentes desconhecidos. NOs analisamos temporalmente a
mecanica e histologia pulmonares em camundongos BALB/c expostos a poluicdo
atmosférica induzida por ROFA. Para tal, mecanica respiratéria (pressoes resistiva e
viscoelastica, e elastancia estatica pulmonar), histologia (microscopia Optica e
eletrbnica) e celularidade total e diferencial do lavado broncoalveloar (BAL) e sangue
foram avaliados 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apoés a instilagédo intranasal de salina
(C, 10 pl) ou ROFA (0,2 pg em 10 pL salina). Além disso, a composicdo da ROFA foi
analisada para metais pesados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e
compostos organoclorados. A pressao resistiva do pulméo aumentou precocemente
(6 h) (186,3%), enquanto a elastancia estética e presséo viscoelastica aumentaram
em 24 h (88,4% e 68,8%, respectivamente). Todos os parametros de mecanica
permaneceram elevados até 96 h e retornaram aos valores de C em 120 h. A fracdo
de alvéolos colapsados aumentou (2,9 — 26,2%) 24 h apoés instilacdo de ROFA,
mantendo valores maiores do que C até 96 h (23,4% em 48 h; 26,4% em 72 h;
26,4% em 96 h). O metal mais encontrado na amostra foi o ferro. Embora a
celularidade no BAL tenha sido similar em todos os grupos, o grupo ROFA
apresentou maior quantidade de neutrdéfilos no sangue em 24 e 48 h (93.2% e 134%,
respectivamente) do que o grupo C. Em concluséo, a exposi¢cdo a ROFA, mesmo em
dose baixa, induziu modificagbes na mecanica e histologia pulmonares que se
mantiveram até o quarto dia.

Palavras chaves: poluicdo atmosférica; ROFA; mecéanica pulmonar; elastancia;

camundongo.



ABSTRACT

NAGATO, Lilian Katié da Silva. Time course of pulmonary function and histology
in mice exposed to residual oil fly ash. Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ.

Residual oil fly ash (ROFA) is an industrial pollutant containing metals, acids, and
unknown materials complexed. We analyzed the time course of lung mechanics and
histology in BALB/c mice exposed to atmospheric pollution induced by ROFA. For
this purpose, lung mechanical parameters (lung resistive and viscoelastic pressures,
and static elastance), histology (light and electron microscopy) and total and
differential cell counts in the bronchoalveolar lavage (BAL) and blood were analyzed
6, 24, 48, 72, 96 and 120 h after intranasal instillation of saline (Ctrl, 10 pL) or ROFA
(0.2 pg in 10 pL saline). Besides, the composition of ROFA was analyzed for heavy
metals, policiclic aromatic hydrocarbons (PAH) and organochlorine. Lung resistive
pressure augmented early (6 h) in the course of lung injury (186.3%), but static
elastance and viscoelastic pressure increased only at 24 h (88.4% and 68.8%,
respectively). All mechanical parameters remained elevated until 96 h and returned
to control at 120 h. The volume fraction of collapsed alveoli increased (2.9 — 26.2%)
24 h after ROFA instillation, remaining higher than Ctrl until 96 h (23.4% at 48 h;
26.4% at 72 h; 26.4% at 96 h). The principal constitutive transition metal in ROFA
sample was iron. Although the cellularity in BALF was similar in all groups, ROFA
group showed higher amounts of neutrophils in the blood at 24 and 48 h (93.2% and
134%, respectively) than Ctrl. In conclusion, the exposure to ROFA, even in low
doses, induced early changes in lung mechanics and histology that remained until
day 4.

Keywords: atmospheric pollution; ROFA; lung mechanics; elastance; mice.
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| - INTRODUCAO

[.1- ASPECTOS GERAIS E JUSTIFICATIVA

O grande desafio da industrializacdo tem um terrivel preco: a poluicao
atmosférica. Das perspectivas de saude publica e clinica, a poluicdo atmosférica
permanece um topico pertinente para pesquisadores e profissionais de saude,
devido ao rapido crescimento da populacdo mundial, assim como o fenébmeno da
migracdo da populacao rural para areas urbanas.

Em dezembro de 1952, ocorreu uma inversao de temperatura em Londres,
levando a um consideravel acamulo de poluentes atmosféricos emitidos pela queima
de combustiveis fosséis. Esse fenbmeno foi associado a um abrupto aumento na
taxa de mortalidade, resultando em aproximadamente 4000 mortes excedentes
(Logan, 1952). Embora as mortes por todas as causas (exceto por acidente
automobilistico) tenham aumentado, a maior elevacdo se deu por doencas
respiratérias. A notavel associacdo temporal entre o incidente de Londres e o
incremento da mortalidade deixou poucas duvidas de que a poluicdo atmosférica foi
a causa dos obitos. Este episddio catalisou esforcos para “purificar” o ar e, a partir
disso, uma diminui¢cdo nos niveis de polui¢do foi observada em muitos paises.

Apesar de drasticos episodios de poluicdo atmosférica estarem associados a
excessiva mortalidade em diferentes regides do mundo (Logan, 1952; Nemery e
cols., 2001), ozbnio (O3), 0s aerossois acidos e materiais particulados parecem ser
0s principais responsaveis pelos efeitos adversos sobre a salde, considerando os
atuais niveis de exposicdo. Anualmente, sdo lancados na atmosfera 300 milhdes de

toneladas de residuos. No passado, 0s operarios eram as primeiras vitimas da



poluicdo; no entanto, com a urbanizacdo crescente, toda a populacdo passou a
sofrer com esse fenémeno.

A poluicdo atmosférica ambiental pode resultar da queima de combustiveis
fésseis, incluindo, por exemplo, emissfes de automdéveis ou fontes como lareiras. Os
incineradores, fundicbes e outras atividades industriais também podem ser
responsaveis pela emissdo de uma variedade de componentes acidos, organicos e
metalicos que causam alteracdes na qualidade do ar, e provocando efeitos adversos
e importantes a saude (Brunekreef & Holgate, 2002; Brunekrref & Sunyer, 2003;
Farhat e cols., 2005; Gongalves e cols., 2005; Lin e cols., 2004; Rivero e cols., 2005;
Saldiva e cols., 1994; Schenker, 1993; Stone, 2000).

Deve ser ressaltada, ainda, a existéncia de variabilidade na resposta
individual a determinado poluente aéreo, a qual pode ser afetada por varios fatores
(Tabela 1). Nas grandes cidades e areas industrializadas, ao contrario das zonas
rurais, a maior morbidade e mortalidade por doencas respiratorias esta relacionada a
poluicdo atmosférica, comprometendo principalmente criangas, pneumopatas e
idosos. De maneira geral, as criancas sdo mais sensiveis do que os adultos a
qualguer forma de poluicdo atmosférica, devido a imaturidade de seu aparelho
respiratério (Farhat e cols. 2005; Lee e cols, 2003; Lin e cols. 2004; Nicolai e cols,
2003; Saldiva e cols., 1994). Entre os pneumopatas, 0S pacientes alérgicos,
asmaticos ou com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) sdo os mais afetados
(Brown e cols., 2002; Galan e cols., 2003; MacNee & Donaldson, 2000). Nos
individuos atdpicos, a exposicao a poluicdo atmosférica aumenta a responsividade
das vias aéreas aos alérgenos (Brunekreef & Sunyer, 2003; Gavett e cols., 1997;

1999; Macnee & Donaldson, 2000). Ja os idosos sdo mais vulneraveis aos efeitos da



poluicdo por apresentarem resposta imune reduzida (Bennett e cols., 1996; Martins e

cols., 2002; Saldiva e cols., 1995).

Tabela 1 — Fatores que afetam a resposta aos poluentes aéreos

Grau de exposicao (concentragao)

Duracéo da exposicao

Poluente Tamanho da particula
Outros poluentes (interno e externo)
Alérgenos
Infeccdes virais

Co-exposicao Condicfes metereoldgicas

Grau de atividade fisica

Tabagismo (ativo e passivo)

Atopia

Idade

Doenca pré-existente
Fatores Individuais

Medicacdo em uso

Limitacdo ao fluxo aéreo

Hiperresponsividade bronquica

Classificam-se 0s poluentes como particulas em suspensdo (poeiras,
emissdes atmosféricas e industriais, fumacas) e poluentes gasosos (gases e

vapores), anormalmente presentes em altas concentragdes na atmosfera.



A exposicao aos poluentes aéreos pode resultar em consequéncias agudas,
repercussdes cronicas ou efeitos latentes. As influéncias agudas e cronicas podem
ocorrer tanto em pacientes com doenca pré-existente como em individuos
previamente saudaveis (Galan e cols., 2003; Souza e cols., 1998).

Os poluentes atmosféricos podem potenciar a resposta a alérgenos por aumento
de:

1) permeabilidade epitelial;

2) recrutamento e ativacéo de células inflamatorias;

3) estresse oxidativo nas vias aéreas e;

4) liberacado de neuropeptidios.
Com o objetivo de reconhecer os mecanismos pelos quais a poluicdo atmosférica
leva a lesdo pulmonar, foram desenvolvidos varios modelos animais de exposicao a
poluicdo (Campen e cols., 2002; Gavett e cols., 1997; 1999; Hamada e cols., 2002;
Kodavanti e cols., 1997; 1998; 2002). Dentre eles, o uso de fuligem de queima do
6leo (ROFA) representa uma forma de agresséo ao trato respiratério, mimetizando
condicbes de exposicdo a particulas ambientais. Muito se estuda acerca do
processo de agressao pulmonar, no entanto, ainda ndo h& relatos sobre as
alteracdes temporais da mecanica respiratoria e sua relacdo com as caracteristicas
morfométricas.

O presente trabalho estuda, pela primeira vez, os efeitos temporais da
exposicdo aguda a ROFA sobre as propriedades elasticas, resistivas e
viscoelasticas e/ou inomogéneas pulmonar e suas alteracbes histologicas e
estruturais. Ademais, além de explorar este aspecto, nossos estudos também se
fizeram em funcdo da analise do lavado broncoalveolar e sangue, bem como das

concentracbes dos componentes dessa fuligem.



[.2— MATERIAL PARTICULADO

Material particulado (PM) refere-se a uma mistura de particulas solidas ou
liguidas em suspensao no ar, que varia em forma, composi¢cado e origem, sendo o
maior componente urbano da polui¢ao do ar.

Ha varias evidéncias de que a exposicdo a elevados niveis de poluentes
particulados inalaveis esta intimamente relacionada com maior mortalidade e
morbidade por doencas cardiovasculares e respiratérias (Galan e cols., 2003;
Goncalves e cols., 2005; Rivero e cols. 2005; Saldiva e cols., 1994; Schenker, 1993).
Todavia, pouco se conhece acerca de como os diferentes tamanhos e composi¢cdes
de particulas influenciam esses efeitos adversos.

De modo geral, as particulas podem ser classificadas em grossas, finas e
ultrafinas, de acordo com o seu diametro aerodinamico. As particulas grossas como
aquelas com diametro aerodinamico entre 2,5 um e 10 um (PMyo), as particulas finas
sdo aquelas com diametro entre 2,5 um e 0,1 um (PMs), € as particulas ultrafinas
com diametro menor do que 0,1 um (Brown e cols., 2002; Churg & Brauer, 1997,
Dusseldorp e cols., 1995; Peters e cols., 1997). Os materiais particulados com
didmetro menor ou igual a 10 um (PMj0) sé@o considerados particulas inalaveis, pois
podem atingir as vias respiratorias inferiores.

As particulas grossas sdo geradas a partir do solo ou outros materiais da
crosta e apresentam deposi¢cao rapida. Nas cidades com alta densidade de trafego,
uma fracdo significativa das particulas grossas resulta da friccdo dos pneus dos
veiculos com o asfalto das ruas, contendo elementos de pavimento e de borracha
pneumatica. As particulas finas e ultrafinas originam-se, de maneira geral, de

processos de combustdo de automotores, industrias ou usinas termoelétricas; séo



encontradas na fumaca de queima de madeira, de carvdo e de petrdleo; e
apresentam tempo de suspensao na atmosfera mais longo (dias e semanas), com
dispersdo mais uniforme em zonas urbanas (Brown e cols., 2002; Dusseldorp e
cols., 1995; Peters e cols., 1997).

O PMy, afeta as pessoas de forma mais continua do que qualquer outro
poluente. Contribuem para esta acdo um grande numero de substancias quimicas,
incluindo metais que contenham elementos de transi¢ao, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e agentes bioldgicos como endotoxinas e glicanos (Mukae e cols., 2001;
Saldiva e cols., 2002; van Eeden e cols., 2001). Em alguns estudos, o PM, parece
ter efeitos adversos sem uma dose limiar, sugerindo que este € um material
altamente toxico. Entretanto, os componentes individuais de PMj, ndo sé&o
particularmente toxicos nos niveis presentes no ar (Pope e cols.,1995).

Estudos anteriores demonstraram ser o material particulado ultrafino mais
patogénico do que PM’s de outros tamanhos devido a sua elevada deposicdo nos
alvéolos, capacidade para atingir o intersticio do pulméo e grande area de superficie
por massa (Brown e cols., 2002; Peters e cols., 1997). Entretanto, os achados sao
controversos. Brown e colaboradores (Brown e cols., 2002), por meio de cintigrafia,
observaram que pacientes com DPOC apresentavam maior deposi¢do de particulas
ultrafinas no pulmao, quando comparados a individuos saudaveis. Da mesma
maneira, Peters e colaboradores (Peters e cols.,, 1997) observaram, com
espectrometro de aerossol, que a maior parte das particulas depositadas no pulméo
de pacientes asmaticos eram finas, embora houvesse grande quantidade de
particulas ultrafinas. Esses dados estavam diretamente relacionados com a
diminuicdo do pico de fluxo expiratério. Ao contrario, Churg e Brauer (Churg &

Brauer, 1997), na autopsia de tecido pulmonar do lobo superior de individuos néo



fumantes, observaram, por microscopia eletrénica, a presenca de varios tipos de
metais e que aproximadamente 96% das particulas encontradas possuiam diametro
menor do que 2,5 um e apenas 4% eram particulas ultrafinas. Samet e
colaboradores (Samet e cols., 2007) observaram, em individuos saudaveis né&o
fumantes, uma modesta diferenca dos parametros cardiopulmonares entre 0s
diferentes tamanhos de particulas. Essas divergéncias podem resultar de diferentes
meétodos aplicados nesses trabalhos. Alguns autores sugerem que as particulas
ultrafinas causem toxicidade principalmente devido ao seu tamanho mais do que por
sua composicao quimica (Li e cols., 1996).

Outro fator importante que poderia influenciar na trajetoria da particula é o seu
formato, como descrito por Franck e Herbarth em um estudo com microscopia
eletrbnica em duas cidades da Alemanha. Os autores concluiram que particulas
esféricas ou “irregulares” causam diferentes efeitos sobre a saude (Franck &
Herbarth, 2002).

Assim como ocorre com a mortalidade, diferentes grupos de diversos paises
também evidenciaram associacfes entre MP e admissdes hospitalares, tanto para
criangas como para adultos. As associa¢gdes mais observadas estdo relacionadas a
asma, doenca pulmonar obstrutiva cronica, pneumonias, infec¢cbes do trato
respiratério superior, descompensacdo de quadros de insuficiéncia cardiaca,
arritmias cardiacas diversas e quadros isquémicos coronarianos. Os efeitos do MP
para morbidade sdo maiores do que aqueles observados em termos de mortalidade,
porém obedecem ao mesmo perfil descrito anteriormente: curta laténcia,
dependéncia de dose e auséncia de uma concentracdo abaixo da qual ndo séo

observados efeitos sobre a saude da populagéo.



.3 — FULIGEM DA QUEIMA DE OLEO (ROFA)

A fuligem da queima de 6leo (ROFA) é um material particulado com diametro
aerodinamico meédio < 2,5 um, produto da combustdo do O6leo, geralmente
inorganica, e de composicao variada dependendo da classe do combustivel e da
temperatura de combustdo (Dusseldorp e cols., 1995; Gavett e cols., 1997;
Kodavanti e cols., 1997; 1998; 2002). Normalmente, possui alta concentragdo de
metais de transi¢cdo, sendo estes apontados como um dos componentes pelos quais
a ROFA pode causar inflamacdo pulmonar em animais saudaveis e em modelos
animais de lesao cardiopulmonar (Campen e cols., 2002; Dreher e cols., 1997,
Gavett e cols., 1999; Kodavanti e cols., 1997; 1998; 2002). A ROFA, portanto,
mimetiza a exposi¢cdo aguda a polui¢cdo, constituindo um modelo de lesdo pulmonar
direta (Dreher e cols., 1997).

As diferentes concentracbes de metais na composicdao da ROFA tém sido
altamente relacionadas com o grau de lesdo pulmonar e toxicidade. Um estudo
realizado com duas formas diferentes de ROFA, contendo principalmente ferro,
niquel e vanadio, ou contendo zinco, demonstrou que apesar de ambas as formas
apresentarem resposta inflamatoria pulmonar, a ROFA composta de zinco teve
efeito mais intenso (Gavett e cols., 1997). Concomitantemente, a inflamacéo
pulmonar induzida por ROFA foi reproduzida por Dreher e colaboradores, mostrando
a influéncia da interacdo entre os metais na gravidade da lesdo pulmonar e nas
variacfes do grau de leséo (Dreher e cols., 1997).

Gavett e colaboradores (Gavett e cols., 1999), em experimento com instilacao
intratraqueal de ROFA composta, principalmente, por vanadio, niquel e ferro,

demonstraram aumento significativo de células inflamatérias no lavado
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broncoalveolar em camundongos saudaveis, além de aumento de IL-5 e da
quantidade de neutrofilos no pulmé&o nas primeiras vinte e quatro horas.

Os modelos de poluicdo atmosférica induzida por exposicdo a ROFA utilizam
a instilacao intratraqueal (Antonini e cols., 2002; 2004; Campen e cols., 2002; Dreher
e cols., 1997; Gavett e cols., 1997; 1999; Ghio e cols., 2001; Kodavanti e cols., 1997,
1998; Lewis e cols., 2003; Nurkiewicz e cols., 2006), a inalacdo via aerossol
(Hamada e cols., 2002) e a instilacdo intranasal (Kodavanti e cols., 2002; Medeiros
Jr. e cols., 2004) como vias de administracdo. No entanto, independentemente da
via utilizada, podem ser observadas alteracdes funcionais e estruturais, incluindo
lesdo pulmonar aguda com espessamento do septo alveolar, aumento da
celularidade e inflamacédo (Campen e cols., 2002; Dreher e cols., 1997; Gavett e
cols., 1997; 1999; Ghio e cols., 2001; Hamada e cols., 2002; Kodavanti e cols., 1997,

1998; 2002).

[.3.1 — Defini¢cao e Classificacdo de Metais

A classe dos metais compreende o maior grupo dos elementos quimicos,
sendo o termo “metal” referente as caracteristicas de boa condutividade elétrica e
térmica. Compreendem-se como metais pesados aqueles elementos cuja densidade
excede 5,0 g/lcm?® (Forstner & Wittmann, 1979).

Nieboer e Richardson (Nieboer & Richardson, 1980), em seu sistema de
categorizacdo empregando as propriedades dos &cidos de Lewis, classificaram os
metais pesados como elementos de classe A, B ou intermediaria (“borderline”). A
classificacdo refere-se a preferéncia que os elementos apresentam para a formacgéo
de complexos. Na primeira classe estdo aqueles com tendéncia a se ligarem com o

oxigénio. A segunda engloba os que preferencialmente formam grupamentos
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sulfatados (sulphur-) ou nitrogenados (nitrogen-), e a Ultima exibe aspectos de
ambas as classes.

Pode-se ainda separar 0s metais em: essenciais € ndo essenciais. Os metais
nao essenciais sdo aqueles cuja funcdo bioldgica ainda é desconhecida. J4 os
metais conhecidos como elementos essenciais (sodio, potassio, magnésio, calcio,
molibdénio, manganés, ferro, cobalto, cobre e zinco) sdo encontrados em todos o0s
tecidos saudaveis. Os sintomas associados a sua deficiéncia podem ser atribuidos a
um disturbio bioquimico especifico (Férstner & Wittmann, 1979) e a restauracao das
funcdes ocorre apos a reposicdo desses elementos nos tecidos. Os metais de
transicdo essenciais, como o zinco, funcionam principalmente como catalizadores de

reacdes bioquimicas.

|.4 — EFEITOS DA POLUICAO SOBRE O TRATO RESPIRATORI O

[.4.1. Aspectos Gerais de Defesa Pulmonar

A medida que as particulas se depositam no trato respiratério, s&o removidas
pelos mecanismos de defesa pulmonar.

As vias aéreas superiores Sao recobertas por epitélio colunar
pseudoestratificado ciliado, contendo células colunares e células basais. As células
basais diminuem progressivamente de niumero da traquéia até os brénquios e tém
por func&o aderir o epitélio a membrana basal (Evanas & Shami, 1989). A populacao
de células colunares se distribui igualmente até os bronquiolos terminais, sendo
composta por células ciliadas e nao ciliadas, dispostas sobre uma membrana basal
comum. As células néo ciliadas, ou células mucosas, sdo as progenitoras primarias

de todo o epitélio colunar das vias aéreas e incluem células sem granulos secretores
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(intermediarias, indeterminadas, ou pré-secretoras), células com granulos secretores
densos (serosas ou de Clara) e células com granulos secretores (pequenos granulos
mucosos e células caliciformes) (Evanas & Shami, 1989).

O epitélio alveolar é formado por células do tipo I, que recobrem 93-97% da
superficie alveolar, e por células tipo I, que cobrem de 3-5% da area de superficie.
As células tipo Il agem como progenitoras para o epitélio alveolar, multiplicando-se
para sua renovacao e para a formacado das células totalmente diferenciadas tipo |
(Evanas & Shami, 1989).

As células endoteliais delineiam o0s vasos sanguineos pulmonares,
constituindo o tipo celular mais numeroso residente no pulmédo e o de maior indice
de proliferacdo celular (Evanas & Shami, 1989).

No intersticio pulmonar, as células residentes sao os fibroblastos, as células
musculares lisas e os pericitos. Os fibroblastos representam mais de 95% dessas
células, sendo separados morfologicamente em célula intersticial e fibroblastos
sintetizadores de colageno. A populacdo de células intersticiais do pulmao normal
contém, também, pequeno numero de células migratorias, como mondcitos e células
plasmaticas, leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos. Durante a resposta
inflamatéria, o numero de células migratorias intersticiais pode aumentar
dramaticamente (Evanas & Shami, 1989).

Encontram-se macréfagos pulmonares em pelo menos dois compartimentos
diferentes: nos espacos aéreos (incluindo alvéolos e vias aéreas de condugéo) e no
intersticio pulmonar. Os macrofagos alveolares estdo presentes na superficie do
epitélio alveolar, onde fagocitam particulas e participam de numerosos eventos
bioguimicos, e, em sua maioria, derivam de mondcitos do sangue periférico (Crowell

e cols., 1992; Oliver e cols., 1996). Os macrofagos intersticiais encontram-se
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primariamente ao redor dos grandes vasos e vias aéreas, ndo sendo tdo numerosos
qguanto os alveolares (Evanas & Shami, 1989; Sibille & Reynold, 1990). Ha dois
mecanismos claramente definidos pelos quais os macrofagos alveolares se
desenvolvem: (a) migracdo de mondcitos do sistema vascular para o espaco
alveolar, com subsequente diferenciacdo em macréfago alveolar e (b) divisdo dos
macrofagos alveolares existentes (Evanas & Shami, 1989; Sibille & Reynold, 1990).

Os pulmdes representam a maior area de contato do corpo humano com o
meio externo, contendo cerca de 300 milhdes de alvéolos e mobilizando um volume
de cerca de 10.000-15.000 litros de ar por dia (Danel, 1996; West, 1996). Dessa
forma, as vias aéreas se encontram constantemente expostas a varios organismos
e/lou particulas presentes no ar ambiente. Além do fator ambiental, o trato
respiratorio também pode ser afetado por microorganismos circulantes no sangue
(Danel, 1996).

As causas de lesdes das vias aéreas sdo multiplas, variando tanto em sua
natureza quanto em seu efeito. O trato respiratorio responde a esses diferentes
agentes por meio de reagfes inflamatdrias acompanhadas de proliferagdo celular
(Chrétien & Nébut, 1996).

Por estar sujeito a varios tipos de agressao, direta (via inalagcdo) ou indireta
(via hematogénica), o trato respiratorio apresenta mecanismos de defesa capazes
de prevenir o desenvolvimento de processos infecciosos e lesdes pulmonares. Os
diferentes mecanismos de reposta pulmonar contra fatores agressores podem ser
mecanicos, imunoldgicos e enzimaticos (Chrétien & Nébut, 1996).

Os fatores mecanicos representam a forma mais elementar de protecéo,
sendo representados, principalmente, pelo “clearance” traqueobrdénquico. Participam

desse tipo de defesa as secre¢des bronquicas e o aparelho mucociliar, por meio do
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isolamento de particulas estranhas que penetram na arvore traqueobrdnquica e sua
posterior expulsdo por expectoracdo ou degluticdo. Ja as particulas solUveis séo
absorvidas pela corrente sanguinea através da mucosa bronquica ou pelos ductos
pinociticos (Chrétien & Nébut, 1996).

A defesa imunologica € determinada por processos humorais e/ou celulares.
O mecanismo humoral depende de imunoglobulinas de origem local (IgA) e
sistémica (IgA e IgG). O muco presente na superficie do trato respiratério também
exerce acao imunoldgica. O mecanismo celular € representado principalmente pela
fagocitose, realizada por células polimorfonucleares (PMN) e por fagocitos
mononucleares provenientes da corrente sanguinea, assim como 0S macréfagos
alveolares. Durante o processo de fagocitose, ha producéo e liberacdo de radicais
livres e aumento da atividade de receptores celulares, assim como maior producao
de citocinas, tais como a interleucina (IL)-1 e fator de necrose tumoral (TNF)-a. O
tecido linféide brénquico, composto de linfécitos vindos do sangue, nddulos linfo-
epiteliais e nodulos peribréonquicos, também exerce importante papel na resposta
antigénica (Chrétien & Nébut, 1996).

O sistema de defesa enzimatico esta envolvido na transformacédo de
substancias inaladas. Os sistemas mais estudados tém sido o sistema “protease-
antiprotease” (envolvido na homeostase da estrutura pulmonar), o sistema aril
hidroxicarbono hidroxilase, o citocromo P450 contido nas células de Clara e outros
sistemas enzimaticos envolvidos na formacdo e eliminacdo de anions superoxidos
(Chrétien & Nébut, 1996).

As vias aéreas distais (bronquiolos) e os alvéolos sdo desprovidos dos
mecanismos mecanicos de defesa. O principal fator que permite a eliminacdo de

pequenas particulas inaladas que atingem essa regido é o sistema fagocitico,
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representado pelos macréfagos alveolares e neutréfilos polimorfonucleares. Além
desse mecanismo de defesa, essas células fagocitarias estdo implicadas em
processos de lesdo aguda e crbnica, como potencialmente capazes de iniciar e
perpetuar essas alteracfes. Os macrofagos podem interagir com outras células e
moléculas através da liberacdo de numerosos produtos (como metabdlitos de
oxigénio, enzimas, mediadores, citocinas, hormonios polipeptideos e lipideos
bioativos), além da expressao de varios receptores de superficie (Sibille & Reynold,
1990).

Os macrofagos, células residentes no pulm&o normal, representam a maioria
dos fagdcitos do trato respiratério inferior, constituindo, em geral, 85% das células
obtidas em lavado broncoalveolar (LBA) de individuos normais. Por outro lado, os
PNM estdo quase ausentes, perfazendo cerca de 1-2% das células no LBA.
Entretanto, os PMN podem ser rapidamente recrutados para o interior das estruturas
pulmonares em resposta a um agente patolégico (Crowell e cols., 1992; Oliver e
cols., 1996; Sibille & Reynold, 1990).

Por meio de receptores superficiais para varios ligantes e do grande namero
de produtos secretados, os macréfagos pulmonares podem responder a fatores
ambientais e eliminar microparticulas que atingem o trato respiratério inferior. Os
macréfagos exercem papel essencial em processos inflamatorios pela liberacdo de
radicais de oxigénio (anion superdxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxila),
enzimas proteoliticas (lisozima, elastase, colagenase e antiproteases) e citocinas (IL-
1, TNF-a, fator de crescimento de fibroblastos). Além de sua funcdo primordial de
fagocitose, os macréfagos desempenham um complexo papel no remodelamento
tecidual nos processos inflamatérios, assim como na inducdo de mecanismo

regulador de imunidade especifica (Oliver e cols, 1996; Sibille & Reynold, 1990).
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Os neutrdéfilos (PMN), apesar de pouco numerosos no espaco alveolar, sao
encontrados em grande quantidade na vasculatura pulmonar, mais especificamente
no leito capilar pulmonar, o qual atua como um grande reservatorio de PMN. Alguns
desses PNM encontram-se em intimo contato com as células endoteliais, formando
uma camada marginal, a qual permite rapido recrutamento de PMN em direcdo ao
espaco alveolar (Oliver e cols., 1996; Sibille & Reynold, 1990).

Os mecanismos que regulam a migracdo de PMN ainda sdo pouco
conhecidos. No entanto, aparentemente, essa migracdo nao requer aumento da
permeabilidade vascular (Oliver e cols., 1996; Stein-Streinlein & Toews, 1996). Um
grande numero de moléculas € capaz de induzir a migracdo de PNM para os locais
de inflamacéo, principalmente pela secrecao de IL-8 (Oliver e cols., 1996).

A funcdo primordial dos PMN é a fagocitose, sendo sua atividade anti-
bacteriana exercida pela producdo de radicais de oxigénio (peroxido de hidrogénio,
superoxido e radicais hidroxila) e liberagdo de enzimas contidas nos granulos, como
elastase, mieloperoxidase, hidrolase e outras (Oliver e cols., 1996).

Apesar de seu papel de defesa, os fagoécitos podem estar associados a
processos de agressao, principalmente no pulméo. A liberacdo de radicais de
oxigénio, de proteases neutras e enzimas lisossémicas pode levar a degradacéo da
matriz pulmonar, além de apresentar atividade citotoxica contra diferentes tipos
celulares, como células epiteliais e endoteliais e fibroblastos (Oliver e cols., 1996;

Sibille & Reynold, 1990).

1.4.2 — Padrdes de Qualidade do Ar

E clara a associagdo entre poluicio e mortalidade. Mesmo com

concentragdes abaixo do padréo de qualidade do ar, o efeito da poluicdo na saude
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humana é mostrado estatisticamente pela verificacdo de associacao entre variacao
de concentracbes de poluentes e admissdo em prontos socorros, e, também,
aumento de mortalidade, em estudos realizados em diversos paises. Em Sdo Paulo
encontrou-se aumento de 23% na admissao de criancas menores de 13 anos em
prontos socorros no dia em que as concentragdes de PMyo chegaram a 95 pg/m?.
Verifica-se, ainda, um aumento de 13% na mortalidade de idosos em concentracdes
de PMy, da ordem de 120 pg/m® (Saldiva e cols., 1994; 1995). Em estudos
toxicolégicos em ratos e rds, para avaliar os efeitos diretos dos poluentes nos
pulmdes, verificaram-se alteragcdes de comportamento, processos de inflamacéo e
infeccéo das vias respiratorias (Machione e cols, 1999; Saldiva e cols., 2002).

Alguns efeitos toxicoldgicos de gases poluentes e material particulado inalavel
encontram-se bem descritos na literatura (Lin e cols., 1999; 2004; Saldiva e cols.,
1992; 1995; Souza e cols., 1998). Por meio da respiracao, os poluentes atingem as
vias respiratérias, das narinas aos alvéolos pulmonares, promovendo diferentes
processos de inflamagédo, que debilitam o sistema respiratorio. Os efeitos adversos
da poluicdo na saude sdo mais notados em criangas, idosos e pessoas que
padecem de afeccdes respiratdrias e cardiovasculares. Nestas a poluicdo leva a um
agravamento do quadro de saude, promovendo infeccbes mais graves como
bronquites, pneumonias, asma, cancer, podendo, também, antecipar o 6bito (Brown
e cols., 2002; Cohen & Pope, 1995; Farhat e cols., 2005; Galan e cols., 2003; Lin e
cols., 1999; 2004; MacNee & Donaldson, 2000 ).

Devido aos efeitos prejudiciais dos poluentes no ser humano, varios paises
estabeleceram padrdes de qualidade do ar. Os padrdes de qualidade definem, para
cada poluente, o limite méximo de concentracdo ao qual a populagdo pode ficar

exposta, de forma a garantir protecdo a sua saude e bem-estar. Esses valores
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baseiam-se em diversos estudos epidemioldgicos e experimentais, que identificaram
0s principais poluentes e suas repercussdes sobre a saude. Os padrbes nacionais
de qualidade do ar foram definidos pela portaria normativa n°. 348 de 14/03/1990 do
IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis) e
transformados na resolucio CONAMA n°. 03/90 (CETESB, 1997), sendo idénticos
aos internacionais, porém, com as evidéncias sobre os efeitos danosos do PM; 5 a
saude humana, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) criou
um padrao de qualidade do ar especifico para esta fracao fina do particulado inalado
(EPA, 2006).

Foram estabelecidos dois padrbes de qualidade do ar. O padrdo primario
estabelece o limite maximo de concentracédo de poluentes toleravel para a saude da
populacdo, enquanto o secundario, mais rigoroso, prevé o minimo de efeito adverso
a populacédo, fauna e flora, deteriorizacdo de materiais e comprometimento a
visibilidade. Nas areas urbanas aplicam-se somente os padrdes primarios, ao passo
que os secundarios destinam-se ao uso em areas de preservacédo. A tabela 2 expbe
os valores do padrdo primério nacional e da EPA de qualidade do ar: particulado
total em suspensao, particulas inaldveis, fumaca, diéxido de enxofre, monéxido de

carbono, 0zonio e didéxido de nitrogénio.
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Tabela 2— Padrdes nacional e internacional de qualidade do ar

Poluente Tempo de Padrdo CETESB Padrédo EPA
Exposicéo Primario (ug/m %) Primario (ug/m 3)
Particulas Totais 24 horas 240 -
em Suspensao MGA 80 -
Particulas 24 horas 150 150
Inalaveis (PMo) MAA 50 50
Particulas Finas 24 horas - 35
(PM2,5) MAA - 15
Fumaca 24 horas 150 -
MGA 60 -
Did6xido de 24 horas 365 365
Enxofre MGA 80 80
Dioxido de 1 hora 320 -
Nitrogénio MGA 100 100
Monoxido de 1 hora 40.000 (35 ppm) 40.000 (35 ppm)
Carbono 8 horas 10.000 (9 ppm) 10.000 (9 ppm)
Ozobnio 1 hora 160 235
8 horas - 157

Médias de 24, 8 e 1 hora ndo podem ser excedidas mais de uma vez em um ano
MAA = média aritmética anual, MGA = média geométrica anual; PM = material particulado;
ppm = particulas por milhdo; CETESP = Companhia de Tecnologia de Saneamento

Ambiental; EPA = Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
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[.4.3 — Acéo da poluicédo sobre o Trato Respiratorio

Ha evidéncias de que a ROFA pode comprometer o epitélio pulmonar,
causando lesdo e inflamacgéo. Essas respostas seriam influenciadas por: 1) nimero
de particulas, 2) area de superficie da particula, 3) composicdo quimica da particula,
4) interacdo entre 0s metais, 5) intersticializacéo de particulas e 6) estresse oxidativo
(Dreher e cols., 1997; Dye e cols., 1997; Gavett e cols., 1997; Kodavanti e cols.,
1997; 1998; Lewis e cols., 2003).

Acredita-se que o estresse oxidativo se inicia pelo contato da célula com a
particula (através da liberacdo localizada de altas concentracdes de metais de
transicdo), e prossegue com a liberacdo de espécies reativas de oxigénio de
leucdcitos inflamatérios, que migram para dentro dos espacos aereos Como
resultado da interacdo primaria entre as células pulmonares e as particulas (Dye e
cols., 1997; Rahman & MacNee, 1998). O estresse oxidativo € um mecanismo
sinalizador geral dentro das células pulmonares, que estimula a transcricdo de um
namero de genes pro-inflamatorios para citocinas, enzimas antioxidantes, receptores
e moléculas de adesédo (Rahman & MacNee, 1998).

Li e colaboradores descreveram que a instilacdo de PM;o em ratos produziu
influxo neutrofilico para o interior dos espagos aéreos, com estresse oxidativo
caracterizado por redugdo da concentracdo de glutationa (enzima que atua como
“removedora” de radicais livres). Além disso, houve aumento da permeabilidade
epitelial, um efeito que poderia aumentar a intersticializacdo de particulas e criar
inflamacé&o intersticial (Li e cols., 1996).

Paralelamente, ha evidéncia de aumento da expressdo de marcadores
bioguimicos 24 horas ap6s a exposicdo a ROFA, tais como: 1) proteina total e

albumina, indicando dano na barreira epitelial alveolar; 2) desidrogenase latica,
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enzima citoplasmatica indicadora de leséo celular e citotoxicidade e 3) acetil-B-D-
glicosaminidase, enzima lisossomal indicadora de liberacdo de protease (Gavett e
cols., 1997; 1999).

As células epiteliais das vias aéreas estdo em uma localizacédo
particularmente vulneravel por serem as primeiras a interagir com as particulas
inalaveis e, por isso, possuem maior risco de lesdo. No segmento traqueobrdnquico,
0 movimento ciliar e a secre¢cdo de muco ajudam na remocao dessas particulas. O
muco pode participar muito beneficamente do processo, pela remocao dos poluentes
exdgenos e inativacdo de moléculas oxidantes. Porém, como ja demonstrado em
alguns estudos (Jiang e cols., 2000; Longphre e cols., 2000), a ROFA pode estimular
a secrecado de mucina (principal componente do muco). O excesso de secrecdo de
muco, por sua vez, pode gerar obstrucdo de vias aéreas, aumento do risco de
infeccdo, e comprometimento da troca gasosa. Os mecanismos relacionados com
esse excesso de secrecdo podem estar envolvidos com o estresse oxidativo
causado dentro das células epiteliais (Jiang e cols., 2000; Longphre e cols., 2000).

O epitélio do sistema respiratério estd constantemente exposto a oxidantes,
nao somente provenientes de fontes exdégenas, como também pelas espécies
oxidativas liberadas pelas células inflamatorias ativadas nas vias aéreas. A interacdo
dos macrofagos alveolares (MA) com as particulas atmosféricas aumenta a atividade
fagocitica dos mesmos e liberacdo de mediadores inflamatérios como TNF-a
(Goldsmith e cols., 1997). Os efeitos das particulas inalaveis sobre a saude variam
de mudancas minimas a profundas lesGes agudas e cronicas. Porém, o mecanismo
exato dessas acdes dos particulados e o papel dos MA ainda necessita ser

esclarecido.
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Um estudo in vitro com MA de hamsters saudaveis expostos a particulas de
ROFA e de ar ambiente concentrado (Goldsmith e cols., 1997) demonstrou que
ambas as particulas causaram um aumento dose-dependente do estresse oxidativo
intracelular, o qual pode contribuir para uma subseqiente ativacdo e producdo de
mediadores inflamatorios.

A ativacéo e mobilizacdo de células inflamatorias, a producéao de proteinas na
fase aguda e a producdo de mediadores inflamatorios circulantes caracterizam a
resposta inflamatoria sistémica.

Van Eeden e colaboradores (van Eeden e cols., 2001) analisaram citocinas
produzidas pelos MA na exposicdo a diferentes tamanhos e concentracdes de
particulas. Os MA foram incubados com ROFA, particulas do ambiente urbano,
particulas de carbono e particulas de latex produzindo aumento dose-dependente na
producdo de TNF-a. Além disso, os autores observaram que a estimulacdo de MA
pelas particulas atmosféricas acarreta a produgcdo de citocinas pré-inflamatorias,
particularmente interleucina (IL)-6, IL-1B, proteina inflamatoria de macrofagos -1la
(MIP-1a), e fator estimulante de col6nias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) “in
vitro”, e que essas citocinas sdo também encontradas no sangue de individuos
expostos a poluicdo atmosférica aguda.

A inibicdo da freqUuéncia de batimentos ciliares apds exposicdo a ROFA,
observada por Schiff e Grahan (Schiff & Grahan, 1984), seria outro importante fator

no favorecimento do acumulo de secrecéo e, posteriormente, infeccao.

I.4.4 — Deposicéo de Particulas Inalaveis no Trato  Respiratério
Durante a inspiracéo, as particulas séo transportadas com o ar inspirado das

vias aéreas superiores para as regides de troca gasosa do pulmé&o. Um determinado
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namero de particulas ficara retido no sistema respiratério ao tocar a superficie Umida
das vias aéreas, um fendmeno geralmente conhecido com deposicdo de particulas.
Por conseguinte, com a expiracdo nem todas as particulas sdo expelidas em
suspensao gasosa.

A caracteristica mais importante que influencia a deposi¢céao das particulas no
trato respiratorio € o seu tamanho. Modelos de deposicdo de particulas inalaveis
relacionam o diametro aerodinamico da particula ao local de deposicdo no pulméo
(Bennett e cols, 1996; Churg e Brauer; 1997; Heinrick e cols, 2003).

As particulas inaladas de maior tamanho normalmente se depositam nas vias
aéreas superiores ou grandes vias aéreas inferiores, sendo eliminadas com espirro,
tosse e assoar do nariz. Ja as particulas finas, depositam-se mais facilmente na
periferia do pulméo, sendo eliminados pela expectoracdo ou degluticdo, fagocitadas
pelos macréfagos ou absorvidas pela corrente sanguinea (Kreyling & Scheuch,
2000; Raabe, 1999; Schulz e cols., 2000).

Os locais de deposicdo também sédo influenciados pela geometria das vias
aéreas e alvéolos, padrao ventilatério (freqléncia respiratoria e volume corrente),
respiracdo nasal/ oral e secre¢des respiratérias (Schulz e cols., 2000). O aumento do
volume corrente com fluxo aéreo constante, transporta particulas mais distalmente e
aumenta o tempo médio de permanéncia das mesmas dentro do pulmao.
Consequentemente, mais particulas atingem estruturas periféricas menores com
mais tempo disponivel para o transporte gravitacional e difusional, havendo portanto,
um aumento na deposicdo total para todos os tamanhos de particulas. Por outro
lado, o aumento do fluxo aéreo, com volume corrente constante aumenta a
deposicdo para particulas maiores que 2 pm, diminuindo, porém o depédsito de

particulas menores. Isso ocorre porque, fluxos mais altos aumentam a probabilidade
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de agregacao de particulas por impactacdo nas grandes vias aéreas de conducao;
em contrapartida, cai 0 numero de particulas adicionadas por difusdo e
sedimentacao, devido ao menor tempo disponivel para deposicéo.

O transporte da particula entre o nariz e os alvéolos decorre do processo de
conveccao, resultante de gradientes de pressdo gerados ao longo das vias aéreas
durante a respiracdo. Se por um lado a area de secao transversa das vias aéreas
aumenta rapidamente em direcdo a periferia do pulméao (West, 1996), a velocidade
do fluxo diminui dentro das vias aéreas de conducdo para as vias de transicédo e
regido alveolar do pulmdo (West, 1996). Consequentemente, o tempo de
permanéncia das particulas dentro das vias aéreas de conducdo € curto, e vai
aumentando em direcéo a periferia do pulmao.

Quando as particulas ndo seguem, mas divergem do fluxo aéreo, e assim
entram em contato com a superficie, ocorre a deposicdo de particulas. Essa
divergéncia entre o fluxo aéreo e a trajetéria da particula é principalmente devida
aos mecanismos de transporte de particulas: difusional, gravitacional e inercial. Até
gue ponto cada um desses mecanismos ird contribuir para o depdsito de uma
particula especifica dependera das caracteristicas fisicas da mesma (Raabe, 1999).
O transporte difusional é realizado principalmente pelas particulas finas. As colisdes
entre as moléculas de gas e uma particula causam varios pequenos deslocamentos
dessa particula. A distancia que uma particula percorrerd em decorréncia da difusédo
aumenta com o tempo e com a diminuicdo do seu didmetro (Raabe, 1999). A inércia
de uma particula depende de sua densidade e diametro, além da velocidade do fluxo
aéreo. A impactacao inercial provalvemente ocorre nas grandes vias aéreas de
conducao do pulméo, onde a velocidade do fluxo é elevada e onde ocorrem rapidas

mudancas na direcdo fluxo aéreo (Raabe, 1999).
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I.5 - MECANICA RESPIRATORIA

[.5.1 Nocgbes basicas

A respiracdo € um processo ciclico que envolve trabalho mecéanico dos
muasculos respiratorios para a movimentacdo do sistema respiratorio. Dois
componentes formam o sistema respiratorio: o pulmao e a parede toracica. Como
parede toracica subentende-se todas as estruturas que se movem durante o ciclo
respiratorio a excecao dos pulmdes. A pressdo motriz, que € aquela gerada pela
contracdo muscular durante a inspiracdo, precisa vencer forcas de oposicdo, tais
como: a) forcas elasticas dos tecidos pulmonares e parede toracica; b) forcas
resistivas resultantes do fluxo de gas pelas vias aéreas e movimentacdo das
moléculas constituintes dos tecidos pulmonar e da parede toracica (D’Angelo e cols.,
1994); c) forcas viscoelasticas dos tecidos pulmonares e da parede toracica; d)
forcas plastoelésticas responsaveis pela histerese (Hildebrandt, 1970); e) forcas
inerciais (dependentes da massa dos tecidos e dos gases) (Mead, 1961); f) forcas
gravitacionais (incluidas nas forcas elasticas) (Milic-Emili, 1977); e g) forcas de
distorcdo da parede toracica. Contudo, durante a respiracdo basal, as forcas
inerciais e de distorcdo da parede sdo consideradas despreziveis (Rodarte &
Rehder, 1986).

A elasticidade constitui uma propriedade da matéria que permite ao corpo
retornar a sua forma original apos ter sido deformado por uma forca sobre ele
aplicada. Um corpo perfeitamente eldstico, como uma mola, obedecera a lei de
Hooke, ou seja, a variagcdo de comprimento é diretamente proporcional a forca
aplicada até que seu limite elastico seja atingido. Em viséo tridimensional, teriamos

volume proporcional a pressao.
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O tecido pulmonar e a parede toracica possuem propriedades elasticas e
obedecem a Lei de Hooke, ampliada, de modo que quanto maior a pressao motriz,
maior o volume de gas inspirado. A inclinacdo da curva volume-pressao ou a relacao
entre a variacdo de volume gasoso mobilizado (AV) e a pressdo motriz necessaria
para manter o sistema respiratorio insuflado é conhecida como complacéncia do
sistema respiratorio (Crs). Logo, Crs = AV/Pel,rs, onde Pel,rs corresponde a pressao
de retracao elastica do sistema respiratério.

Cabe ressaltar que, ao invés de complacéncia, é freqientemente utilizada a
elastancia. Esta corresponde ao inverso da complacéncia (Ers = 1/Crs), ou seja, € a
relacdo entre a variacdo de pressdo e o volume mobilizado resultante. O célculo da
elastancia do sistema respiratorio apresenta vantagens, ja que as elastancias do
pulméo (EL) e da parede toracica (Ew) sédo adicionadas diretamente: Ers = EL + Ew,
enguanto que se somam 0s inversos das complacéncias: 1/Crs = 1/CL + 1/Cw.

Dois fatores respondem pelo comportamento elastico do pulmao. Um deles
corresponde aos componentes elasticos do tecido pulmonar (fibras elasticas e
colagenas). Acredita-se que o comportamento elastico do pulméo ndo dependa do
simples alongamento das fibras de tecido conjuntivo, mas, principalmente, do seu
arranjo geométrico. Todas as estruturas pulmonares encontram-se interligadas pela
trama de tecido conjuntivo pulmonar, de forma que, quando ha insuflacédo, todos
esses componentes se dilatam. Esse fendmeno € denominado “interdependéncia”,
que contribui para manter todos o0s espacos aéreos abertos.

Além das propriedades elasticas dos tecidos pulmonares, os pulmdes ainda
apresentam um importante fator que contribui para as suas caracteristicas elasticas:
a tensao superficial exercida pelas moléculas que recobrem a zona de troca gasosa.

A tensdo superficial em uma interface ar-liquido aparece porque as moléculas do
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liquido sdo atraidas com maior intensidade ao longo da superficie do proéprio liquido
do que para a fase gasosa acima deste. A tenséo superficial pode ser definida como
a forca que age sobre uma linha imaginaria de 1 cm de comprimento na superficie
de um liquido. Essa tensao surge, porgue as forcas de atuacao entre as moléculas
do liquido sdo muito maiores do que aquelas entre liquido e gas, resultando em que
a area liquida torna-se a menor possivel.

Em uma estrutura esférica como uma bolha de sabéo, a tensdo superficial
tem a propriedade importante de gerar pressao no interior da bolha. A relacéo entre
a tensao superficial na parede e a pressao desenvolvida dentro da bolha de sabao é
dada pela Lei de Laplace. Essa afirma que, para cada superficie de uma bolha, a
pressdo (P) é igual ao dobro da tenséo (T) dividida pelo raio (r), ou, para ambas as
superficies, P = 4T/r. Entretanto, quando somente uma interface esta envolvida,
como em um alvéolo esférico revestido por liquido na sua face interna, o numerador
tem o ndmero 2 em lugar de 4. Considerando-se dois alvéolos de diferentes
tamanhos conectados através de uma via aérea comum, e com tensao superficial
semelhante, pode-se depreender, com base na Lei de Laplace, que a pressao no
alvéolo menor seria maior do que no alvéolo maior. Desta forma, os alvéolos
menores esvaziar-se-iam nos maiores, resultando em varios alvéolos colapsados e

outros hiperinsuflados. Contudo, isso ndo ocorre nos pulmdes normais, pois a tensao

superficial do surfactante, liquido de composicéo protéica (= 10%) e, principalmente,

fosfolipidica (= 90%) secretado pelos pneumdcitos tipo I, € consideravelmente

menor do que a da solucdo salina que recobre as mucosas pulmonares. Dessa
forma, ha um equilibrio entre os alvéolos maiores e menores, com uma mesma

pressdo mantida em seus interiores.
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Durante a movimentacao do sistema respiratério, quando ocorre fluxo de gas,
um elemento adicional ao elastico precisa ser vencido pela pressdao motriz: a
resisténcia. A resisténcia do sistema respiratorio (Rrs) pode ser calculada dividindo-
se Pres,rs pelo fluxo aéreo. Pres,rs € a pressao resistiva do sistema respiratério, ou
seja, a pressao necessaria para vencer sSeus componentes resistivos.
Semelhantemente a complacéncia, e pelas mesmas razdes, a resisténcia do sistema
respiratorio pode ser subdividida em seus componentes pulmonar e de parede.

A resisténcia pulmonar pode ser subdividida em dois subcomponentes: a
resisténcia das vias aéreas (Raw), que depende do fluxo de ar no interior dos
pulmbes, e a resisténcia tecidual (Rtis), determinada pelas perdas energéticas
geradas pela viscosidade (isto €, atrito) pertinentes a movimentacdo do pulméo. A
resisténcia das vias aéreas pode ser influenciada pela geometria da arvore
tragueobrdnquica, pelo volume pulmonar, pela complacéncia das vias aéreas, pela
viscosidade do gas inspirado e pela musculatura lisa dos brénquios. A resisténcia
tecidual depende da velocidade de deslocamento, tanto durante a inspiragdo como
na expiracdo. A resisténcia da parede toracica também € determinada pelas perdas
energéticas geradas pela viscosidade pertinente & movimentagédo das moléculas que
constituem os tecidos da parede toracica.

Além dos componentes elasticos e resistivos, 0 sistema respiratorio
apresenta, também, propriedades viscoelasticas, que atuam no tecido pulmonar e na
parede toracica. A viscoelasticidade foi descrita, a partir do comportamento de fios
de seda, por Wilhelm Weber em 1835. Esse tipo de material obedece a lei da
proporcionalidade entre a forca aplicada e o alongamento resultante (Lei de Hooke),
porém apenas por um curto periodo de tempo apos a aplicacdo da forga. Quando a

carga permanece por um tempo prolongado, o alongamento passa a aumentar
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continuamente. O alongamento tempo-dependente representa uma propriedade
universal, presente em varios tecidos animais (Dorrington, 1980).

Substancias viscoelasticas, quando mantidas sob deformacédo constante,
apresentam queda da tensdo, chamada de relaxamento de tensdo (“stress
relaxation”), ou simplesmente, relaxamento, quando o corpo € estirado. Por outro
lado, sob tensdo constante, o corpo tende a se deformar continuamente com o
decorrer do tempo, fendmeno chamado “creep”. E importante notar que esta
deformacéo nédo é irreversivel, mas sim reprodutivel, podendo ser repetida, desde
que seja precedida por um periodo de tempo onde o material permaneca em
condi¢cbes de repouso, a fim de apagar a memoria do evento anterior. Do ponto de
vista morfofuncional, a viscoelasticidade ocorre ao nivel do tecido pulmonar e da
parede toracica e permite o intercambio de energia (pressao) entre 0 componente
elastico e o resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratéria, a energia
potencial (pressdo) acumulada no componente elastico pode ser dissipada sob a

forma de calor pelo componente resistivo.

1.5.2 - Estudo da Mecanica Respiratoria

Na tentativa de compreender a complexidade do sistema respiratorio e seus
componentes (pulméo e parede toracica), além dos diversos mecanismos envolvidos
durante a respiracdo, foram utilizados modelos matematicos relativamente simples,
que se aproximam ao maximo da realidade. Para isso, faz-se necesséria a
interpretacédo fisioldégica de variaveis mensuraveis como fluxo, volume e pressao na
abertura das vias aéreas.

O modelo mais simples € composto por 2 elementos, uma resisténcia

(representada por um tubo) e uma elastancia (representada por um baldo) (Figura
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1). Esse modelo baseia-se na assertiva de que as propriedades mecanicas do
sistema respiratério independem do volume pulmonar e do fluxo, e que os fatores
inerciais sdo despreziveis. Considerando-se 0 sistema respiratorio normal, esse
modelo pode ser utilizado, e tornou-se tdo popular que geralmente refere-se a
equacao a ele associada como "equacdo de movimento do sistema respiratorio”.
Essa equacao € dada por P(t) = E.V(t) + R.V'(t), onde, em qualquer instante t, E e R
sdo, respectivamente, a elastancia e a resisténcia do sistema respiratorio e P
representa a pressao motriz capaz de produzir volume (V) e fluxo aéreo (V).
Entretanto, apesar do modelo de compartimento Unico continuar sendo amplamente
utilizado, ndo € possivel emprega-lo com precisdo para o estudo da mecéanica em
presenca de doencas pulmonares, sendo necessario um modelo de dois ou mais
compartimentos, que apresentem diferentes constantes de tempo para descrever o
comportamento mecanico do sistema respiratorio. Além disso, essa equacdo de
movimento ndo explica o decaimento lento da pressdo traqueal observado apés
oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo (Bates e cols., 1985a; 1985b; Don &
Robson, 1965), a dependéncia de frequéncia de R e E na faixa de 0-2 HZ (Barnas e
cols., 1987; Bates e cols., 1989; Brusasco e cols., 1989; Hantos e cols.,1986; 1987),
bem como a presenca de histerese na curva volume-pressdo quase-estatica em
pulmdes isolados (Similowski & Bates, 1991).

Passa-se, entdo, ao estudo da mecénica respiratéria utilizando-se modelos
bicompartimentais que consideram a heterogeneidade de distribuicdo de gas nos

pulmdes (Mead, 1961) e a viscoelasticidade dos tecidos (Mount, 1955).
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Figura 1 - Modelo linear uni-compartimental. Representacado anatdmica (A), elétrica (B) e
reoldgica (corpo de Voigt, C). R, resisténcia do sistema respiratério; E, elastancia do sistema
respiratorio; V, variagdes de volume; P, presséo.

Na década de 60 foram descritos os primeiros modelos bicompartimentais
para estudo da mecanica respiratéria, que associavam a hatureza
multicompartimental do sistema respiratorio a heterogeneidade da distribuicdo de
gas nos pulmdes (Otis e cols., 1956; Mead, 1969) ou a viscoelasticidade dos tecidos
(Mount, 1955).

Em 1985, Bates e colaboradores representaram o modelo, originalmente
proposto por Mount, na forma de um modelo fisico composto por elementos elésticos
representados por molas e por elementos resistivos expressos por amortecedores
(Bates e cols., 1985b). Os autores realizaram uma analise teérica do comportamento
ndo homogéneo do sistema respiratorio submetido a ventilagdo mecanica com fluxo
inspiratorio constante, seguida por oclusdo subita das vias aéreas. Imediatamente
apoOs a oclusdo, ocorre uma queda rapida da pressao traqueal (AP1), indo do seu
valor maximo (Pmax) até um ponto de inflexdo (Pi), seguida por uma queda lenta
(AP2) até atingir um platd, que corresponde a pressdo de retracdo elastica do

sistema respiratorio (Pel), como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Modelo do método de oclusdo ao final da inspiracdo. Registros de volume, fluxo
aéreo e pressao traqueal em fungéo do tempo.

O modelo de Bates e colaboradores é constituido por dois submodelos,
pulméo e parede toracica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que sao
submetidos & mesma variacdo de volume (Figura 3). A subunidade pulmonar
consiste de um amortecedor, representando a resisténcia das vias aéreas (Rinit,L)
em paralelo com um corpo de Kelvin, que consiste de uma mola representando a
elastancia estatica (Est,L) em paralelo com um corpo de Maxwell, caracterizado por

uma mola, componente elastico (E2,L), e um amortecedor, componente resistivo

(R2,L), dispostos em série. E2,L, R2,L e a constante de tempo correspondente
(T2,L=R2,L/E2,L) estimam as propriedades viscoelasticas do pulmdo. Ja a

subunidade da parede torécica é representada por uma resisténcia (Rinit,w) e pelo

corpo de Kelvin, caracterizado pela elastancia estéatica da parede toracica (Est,w) e

pelos parametros que correspondem a viscoelasticidade (E2,w, R2,w e T2,w).
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Quando esse modelo é alongado (afastamento das duas barras horizontais) a
uma velocidade constante (v), a carga da mola E2 aumenta com o tempo (Ti) e a
velocidade do amortecedor R2 se aproxima da velocidade de alongamento (v),
assim, a forca exercida pela mola E2 aproxima-se de R2.v. Se uma manobra de
“interrupcéo de fluxo” for realizada, o movimento relativo das duas barras horizontais
cessa. Com isso, o comprimento da mola E2 diminui gradualmente até atingir seu
comprimento de equilibrio. Logo, nesse modelo, o decaimento pressorico lento
(AP2), observado ap0s a interrupcéo do fluxo, € interpretado como equivalente ao
relaxamento da mola E2, resultando em dissipacdo cal6rica de energia no
amortecedor R2.

Baseado no modelo de Bates e colaboradores (Bates e cols., 1988), a queda
de pressdo que ocorre imediatamente apds a oclusdo das vias aéreas, durante a
insuflagdo pulmonar com fluxo constante, fornece a variagdo de pressao do sistema
respiratério que seria obtida na auséncia de desigualdades da constante de tempo e
“stress relaxation”, ou seja, 0 componente viscoso ou homogéneo do sistema
respiratorio. A queda mais lenta da pressao, que ocorre subseqientemente até ser
atingindo o platd, reflete a pressao dissipada em decorréncia da viscoelasticidade
e/ou inomogeneidade do sistema, as quais sdo determinadas, respectivamente, pelo

“stress relaxation” e “pendelluft” (Bates e cols., 1985a; 1988).
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PULMAO PAREDE TORACICA
A Est, L R L + Est, w 0
= =
V. I) Ej V. P ‘_:-—]
E2,L E2,w
v Rinit, + Rinit. w

Figura 3 - Modelo de molas e amortecedores para interpretacdo da mecéanica do sistema
respiratério com a técnica de interrup¢do do fluxo, proposto por Bates e colaboradores
(Bates e cols., 1985). Pulméo e parede toracica apresentam um componente resistivo
(Rinit,L e Rinit,w, respectivamente) em paralelo com um corpo de Kelvin; este composto por
componente elastico (Est,L e Est,w, respectivamente), representando a elastancia estatica
dos dois compartimentos, em paralelo com um corpo de Maxwell, conjunto de amortecedor
e mola em série (R2,L — E2,L, e R2,w - E2,w, respectivamente), 0os quais representam o
comportamento viscoelastico. A distancia entre as duas barras horizontais € analoga ao
volume pulmonar (V) e a tensdo entre elas é analoga da pressdo na abertura das vias
aéreas (P).

“Stress relaxation pulmonar” é a capacidade do pulméo de se adaptar a uma
insuflagdo mantida, apresentando reducéo da pressao em funcao do tempo. Quando
permanece sob um comprimento constante (volume), o pulmdo pode alterar sua
tensdo com o tempo, logo, o gradiente de pressdo diminui progressivamente. O
“stress relaxation” ocorre apoés alteracdes subitas do comprimento, “strain”. Nesse

caso, subito significa que o tempo necessario para o estiramento € menor do que a
constante de tempo (T, = R2.C,). O “stress relaxation” depende do realinhamento da
matriz extracelular e de perdas de energia nos tecidos pulmonares e na interface ar-
liguido (Horie & Hildebrandt, 1971). J& o “pendelluft” é a transferéncia de um

pequeno volume de gas dos compartimentos pulmonares de maior pressao para 0S

compartimentos de menor pressao, representando o reajuste estatico das diferencas
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regionais de volume pulmonar resultantes de desigualdades de constante de tempo
(Bates e cols., 1985a; Otis e cols., 1956).

Varios fatores contribuem para o “stress relaxation” no pulméo, como o
fendbmeno de abertura e fechamento das vias aéreas e espacos alveolares, e as
perdas de energia nos tecidos e na interface ar-liquido. As fibras de colageno e
elastina, isoladamente, apresentam pouca adaptacédo ao estiramento, mas o arranjo
da matriz fibro-elastica apresenta contribuicdo significativa para este fenémeno
(Horie & Hildebrandt, 1971). Alguns autores ressaltam o papel da interface ar-liquido
como o principal determinante do “stress relaxation” no pulméao (Horie & Hildebrandt,
1971).

O comportamento ndo homogéneo da parede toracica ndo esta
completamente esclarecido. A parede toracica pode se comportar como um sistema
de dois compartimentos, um de baixa complacéncia, representando pela caixa
toracica e outro de complacéncia mais elevada, o abdémen (Peslin e cols., 1975).
Além disso, a pressao intrapleural ndo € uniforme em toda a cavidade torécica,
sendo afetada pela contracdo do diafragma e pela movimentagcdo do abdbmen
(D’Angelo e cols., 1974). As propriedades mecanicas do sistema respiratorio podem
sofrer influéncia da parede abdominal, ajudando a explicar a queda nhdo homogénea
da pressédo pleural ap6s a oclusdo das vias aéreas (Zin e cols., 1989). A abertura
extensa da parede abdominal leva ao aumento da elastancia e resisténcia,
provavelmente secundério a redistribuicdo de volumes gasosos no pulmdo (Zin e
cols., 1989).

O primeiro estudo em animais realizado de acordo com o proposto por Bates
e cols. (Bates e cols., 1985b), com subdivisdo do sistema em seus componentes

pulmonar e de parede, foi realizado por Saldiva e colaboradores em 1987 (Saldiva e
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cols., 1987). Posteriormente, outros trabalhos também demonstraram a contribuicédo
significativa da parede toracica para as desigualdades do sistema respiratorio (Auler
e cols., 1987; D"Angelo e cols., 1994; Macedo-Netto e cols., 1998; Moreira e cols.,
1997; Rocco e cols., 1999; Zin e cols., 1989), comprovando que elas podem ser
atribuidas aos componentes pulmonar e de parede.

O método de oclusédo das vias aéreas apos insuflacdo com fluxo constante
nao é capaz de determinar a contribuicao relativa do “pendelluft” (desigualdades de
constantes de tempo) e do “stress relaxation” (componente viscoelastico) para o
desenvolvimento da queda lenta observada na pressao traqueal (Bates e cols.,
1985a; 1988; Kochi e cols., 1988b). No entanto, varios autores acreditam ser a maior
contribuicdo representada provavelmente pelo “stress relaxation” (Bates e cols.,
1988; Kochi e cols., 1988a; Similowski e cols., 1991).

No final dos anos 80, foi demonstrada, através do método de ocluséo ao final
da inspiragéo, a dependéncia das resisténcias pulmonares, de parede e do sistema
em relacdo ao fluxo e volume (Kochi e cols., 1988a e 1988b). Em condi¢cOes de
isovolume, as resisténcias intrinsecas pulmonares (Rinit,L), da parede (Rinit, w) e do
sistema respiratorio (Rinit,rs) aumentam linearmente com o aumento do fluxo,
enquanto que a pressao necessaria para vencer a viscoelasticidade e/ou
inomogeneidade e o pendelluft (AP2,L AP2,w e AP2,rs) aumenta progressivamente,
mas a variacao deste crescimento decai, chegando a zero (Similowski e cols, 1989).
Em outras palavras, se fosse possivel calcular uma resisténcia utilizando-se esses
valores de presséo e fluxo no momento da ocluséo, ela cairia com a elevacdo do
fluxo. Na situacédo de isofluxo, aumentando-se o volume, Rinit,L, Rinit,w e Rinit,rs

decrescem, enquanto que AP2,L AP2,w e AP2,rs aumentam de modo similar aquele
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obtido em situacédo de isovolume (D’Angelo e cols., 1989; Kochi e cols., 1988a e
1988b; Similowski e cols, 1989).

Em 1988, o modelo de ocluséo ao final da inspiracao foi validado através de
estudos experimentais utilizando-se capsulas posicionadas em pontos diferentes da
superficie pleural. Ao medir diretamente a presséo alveolar, comprovou-se ser esta
homogénea através dos pulmdes, apresentando pico de pressao coincidente com o
ponto de inflexdo (Pi) observado na curva de presséo traqueal. Logo, a pressao
alveolar mostra comportamento semelhante ao encontrado na segunda fase da
pressdo traqueal, a de queda lenta. Tal observacdo indica que a variacdo de
pressdo responsavel pela queda lenta (AP2) ocorre em conseqiéncia a um
fendmeno nas vias aéreas bem distais, alvéolo e tecido pulmonar. Logo, AP2 € uma
manifestacdo do comportamento tecidual de adaptacdo ao estresse (Bates e cols.,
1988; Saldiva e cols., 1992).

Apesar de haver diversas técnicas para analisar a mecanica do sistema
respiratorio, nos ultimos anos 0 método da oclusédo ao final da inspiracdo vem sendo
bastante utilizado, tanto em animais, quanto em seres humanos anestesiados (Auler
e cols., 1987; Bates e cols., 1985b; Corréa e cols., 2001; D’Angelo e cols., 1994;
1989; Macedo-Neto e cols., 1998; Rocco e cols., 1999; Saldiva e cols., 1987). Este
método foi empregado no presente trabalho, por fornecer informacgdes
individualizadas sobre o componente pulmonar e permitir a analise de suas

propriedades eléstica, viscosa e viscoelastica.
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I — OBJETIVOS

1.1 - OBJETIVO GERAL

Acompanhar, durante cinco dias, as alteracdes mecanicas, morfométricas e

celulares respiratorias em um modelo murino de exposicao a fuligem da queima de

0leo (ROFA), determinando a composicéo desta.

1.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estudar, pelo método de oclusdo ao final da inspiracdo, as propriedades
resistivas, elasticas e viscoelasticas e/ou inomogéneas do pulmédo de
camundongos expostos a fuligem da queima de 6leo (ROFA).

Estudar as alteracdes morfométricas e a celularidade total e diferencial no
parénquima pulmonar.

Realizar a analise da celularidade do sangue e do lavado broncoalveolar.
Realizar a andlise ultraestrutural do parénquima pulmonar.

Quantificar a composicao da ROFA utilizada.
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lIl - MATERIAIS E METODOS

[11.1 - ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados setenta camundongos BALB/c, pesando 25+5 g (média +
DP), oriundos do biotério do Laboratodrio de Fisiologia da Respiracdo do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os
animais foram cuidados conforme o guia preparado pelo Comité de Cuidados e Uso
dos Animais de Laboratorio do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados Unidos
(U. S. Department of Healf and Humane Services, 1985) e de acordo com a
convencao de Helsinki para o uso e cuidado dos animais. O projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CAUAP) do Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho.

1.2 - CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Setenta camundongos BALB/c, pesando 255 g (médiatDP) foram
aleatoriamente divididos em dois grupos principais: no grupo controle os animais
receberam 10 pl de solucéo salina (NaCl a 0,9%) por instilacdo intranasal (i.n.)
(n=10), e no grupo ROFA, os animais receberam 20 ug de ROFA diluidos em 1 mL
solucéo salina, com volume final de 10 yuL administrado por i.n. (n = 60). Para a
instilacdo intranasal os animais foram anestesiados com sevofluorano e se
recuperaram rapidamente do procedimento.

Todos os animais foram analisados em 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a

instilacdo de salina ou ROFA (n = 5 para cada tempo especificado). Dos setenta
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animais utilizados, trinta e cinco animais foram submetidos a analise de mecéanica
respiratoria e histologia, enquanto os outros trinta e cinco foram submetidos a
analise de celularidade do lavado broncoalveolar (BAL) e sangue.

ApoOs a realizacdo da medida da mecanica respiratoria “in vivo” 0s animais
foram sacrificados e tiveram seus pulmdes removidos para analise da morfometria
pulmonar, quantificacdo da celularidade total e diferencial e analise por microscopia
eletronica.

A analise quantitativa da composicao da ROFA foi realizada no Laboratoério de
Radioisopotos Eduardo Penna Franca, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Foram verificadas as concentracdes de
Hidrocabonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) e organoclorados, além da
concentracdo de metais pesados.

A ROFA utlizada neste estudo foi extraida do incinerador de material

hospitalar do Hospital Universitario da USP — SP.

1.3 — MECANICA RESPIRATORIA

Nos tempos apos a instilacdo intranasal acima especificados, os animais
foram sedados com diazepam (1 mg i.p.), em seguida pesados (balanca Filizola,
modelo BR, Industrias Filizola SA, SP, Brasil) e, entdo, anestesiados com
pentobarbital sédico (20 mg/kg i.p.).

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa
sob foco cirargico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por
esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos estendidos a 90 graus em

relacdo ao corpo e 0os membros inferiores estendidos em diagonal. Apds o
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posicionamento cirargico, foi realizada traqueotomia com introducéo de jelco 20G
com 32 mm de comprimento e 0,80 mm de didmetro interno, sendo a canula fixada a
traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram paralisados com trietiliodeto
de galamina (2 mg/kg, por administracéo intra-peritoneal).

Os camundongos foram, entéo, acoplados a um ventilador de fluxo constante
(Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguai) com frequéncia
de 100 incursdes respiratérias por minuto e um volume corrente (V1) de 0,2 mL.

ApOs a adaptacdo ao respirador, os animais foram submetidos a incisdo
cirdrgica por tesoura na linha média do abddmen justo abaixo do apéndice xifdide. A
incisdo foi estendida, superficialmente, ao longo da parede toracica sobre o esterno,
sendo, entdo, a pele do animal retirada por tracdo lateral. A seguir, a incisdo
abdominal foi estendida lateralmente, para a esquerda e para a direita, seguindo o
bordo inferior das costelas até atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. Com a
cavidade abdominal aberta, foi possivel visualizar o diafragma, que foi perfurado e
secionado segundo a mesma orientacdo da abertura da parede abdominal. No
instante da perfuragdo do diafragma foi instalada pressao positiva ao final da
expiracdo (PEEP) de 2 cmH;O, a fim de evitar o desenvolvimento de colapso
pulmonar e atelectasias (Saldiva e cols., 1992; Powers e cols., 1973; Rodrigues e
cols., 1993).

Apos a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por cortes
longitudinais bilaterais ao nivel da linha axilar anterior, em toda sua extensao, e corte
superior, abaixo da clavicula.

O ventilador foi ajustado previamente para gerar uma pausa de 5 segundos
ao final da inspiracdo. Foram tomados cuidados especiais para a manutencéo de

volume (V1 = 0,2 mL) e fluxo (V'= 1 mL/s) constantes em todos os animais, a fim de
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evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e tempo inspiratorio nas variaveis
medidas (Kochi e cols., 1988 a, 1988 b; Simlowski e cols., 1989).

O tubo tragqueal foi conectado a um pneumotacografo para pequenos animais,
como descrito por Mortola e Noworaj (Mortola & Noworaj, 1983), para medida de
fluxo aéreo (V'), sendo o respirador acoplado a outra extremidade do
pneumotacografo. O pneumotacégrafo € constituido por uma canula metélica com
duas saidas laterais conectadas a um transdutor diferencial de pressao, Validyne MP
45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA), para medida de fluxo aéreo, sendo o
volume corrente obtido por integracdo do sinal de fluxo. Através de outra saida
lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor diferencial de pressédo Validyne
MP45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida da presséao traqueal
(Ptr).

Uma vez que modificacbes abruptas no diametro néo existiram no nosso
circuito, os erros de medida da resisténcia ao fluxo foram provavelmente evitados
(Chang & Mortola, 1981; Loring e cols., 1979). O espac¢o morto do equipamento foi
de 0,3 mL. Todos os sinais foram condicionados e amplificados em um poligrafo
Beckman tipo R (Beckman Schiller Park, IL, EUA). Os sinais de presséo e fluxo
foram passados através de filtros Bessel passa-baixa de 8 polos (902LPF,
Frequency Devices, Haverhill MA, EUA), convertidos (DT-2801A, Data
Translation, Malboro, MA, EUA) de analdgicos para digitais e armazenados em um
computador. Todos os dados foram coletados usando-se o software LABDAT (RHT-
InfoData Inc., Montreal, Quebec, Canada) (Figura 4).

Durante os experimentos evitou-se ao maximo a manipulacdo da canula
traqueal com aspiracdes e insuflacdes, para eliminar possiveis interferéncias sobre

0s parametros medidos.
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Os parametros da mecanica respiratoria foram determinados 6, 24, 48, 72, 96
e 120 horas apos a instilacdo intranasal de ROFA (ROFA 6, ROFA 24, ROFA 48,
ROFA 72, ROFA 96 e ROFA 120) ou salina (C), sendo obtidos através do registro de
15 ciclos respiratérios pelo método da oclusdo ao final da inspiracdo (descrito a

sequir).
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Figura 4 — Montagem experimental consistindo de:
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3
4
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6
7
8
9
1

0

11
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- Cilindro de ar comprimido.
- Vélvula redutora de presséo.

- Ventilador de fluxo inspirat6rio constante composto por duas valvulas solendides.

- Pneumotacégrafo.

- Peca em “T” para medida de pressao nas vias aéreas.

- Canula traqueal.
- Mesa cirurgica.

- Transdutor diferencial de presséo para medida de pressao nas vias aéreas.
- Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo.
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- Poligrafo de oito canais para condicionamento e amplificacdo dos sinais de fluxo e

pressao.
- Filtros e Conversor analdgico-digital de 12 bits.
- Microcomputador.
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[11.3.1 - Método de Oclusao ao Final da Inspiracéo

A mecanica respiratéria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo (Bates e cols.,, 1985), que permite analisar separadamente o0s
componentes elastico, resistivo e viscoelastico e/ou inomogéneo do sistema
respiratorio.

No animal com o térax aberto, a Ptr é, na realidade, a pressao transpulmonar
(PL). Apés a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, sob fluxo constante,
ocorre uma gqueda subita da PL até um ponto de inflexdo (Pi), a partir do qual o
decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um platdé em sua
porcao terminal. Esta fase de platd corresponde a presséo de retracdo elastica do
pulmédo (Pel). A diferenca de pressao que caracteriza a queda rapida inicial (AP1),
representada pela diferenca entre a pressdo maxima inicial (Pmax) e o ponto a partir
do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao componente ViSCOSO
pulmonar. A segunda variacao de pressao (AP2), representada pela queda lenta, do
Pi ao platd (Pel), reflete a pressdo dissipada para vencer 0s componentes
viscoelastico (“stress relaxation”) e/ou inomogéneo (“pendelluft”) do tecido pulmonar.
A soma de AP1 e AP2 fornece a variacgéao total de pressao no pulméo (APtot) (Figura
5).

A elastancia estatica (Est) do pulmao foi, entdo, obtida, dividindo-se Pel pelo
volume corrente.

Para a realizacdo da oclusdo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo é absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apos a oclusao, propiciando,

assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo sera responsavel pelo aumento
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do volume pulmonar e, consequentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi feita correcéo
de acordo com Kochi e colaboradores (Kochi e cols., 1988a).

As seguintes formulas foram utilizadas na anélise da mecanica pulmonar:

AP1 = Pmax — Pi
AP2 = Pj — Pel
APtot = AP1 + AP2
Est=Pel/Vt
Edyn = Pi/V 1

AE = Edyn - Est

Onde:

AP1 = variacao de pressao relativa ao componente viscoso pulmonar

AP2 = variacdo de pressao relativa ao componente viscoelastico e/ou inomogéneo
pulmonar

APtot = variacao total de pressao pulmonar

Pmax = pressdo pulmonar maxima atingida

Pi = presséo pulmonar no ponto de inflexao

Pel = presséo de retragdo elastica pulmonar

Est = elastancia estética do pulméo

V1 = volume corrente

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, foi
previamente aferida através da aplicacdo de fluxos de ar ao sistema, com
concomitante registro das variagdes de pressédo (AP). Uma vez que R = AP / V', a

resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva APxV'. A
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Req, constante até fluxos de 26 mL/s (bem acima da faixa de fluxos utilizada no
presente experimento), foi de 0,12 cmH,O.mL*s™. A variacdo de pressdo
determinada pelo equipamento (APeq = Req.V’) foi subtraida das pressoes resistivas
do pulméo, de tal forma que os resultados representam suas propriedades

mecéanicas intrinsecas.
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Figura 5 — Método de oclusao ao final da inspiragdo . Registros dos sinais de fluxo aéreo,

volume (V) e pressdo transpulmonar (PL) em funcdo do tempo. Os pulmbes foram
ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platd foi alcancado
ap0s uma pausa inspiratdria de 5 s. Apos a oclusdo das vias aéreas, ha uma queda rapida
na PL (AP1) que corresponde a Pmax — Pi, presséo dissipada para vencer o componente
viscoso do pulmdo, seguida por uma queda lenta (AP2), presséo dissipada para vencer 0s
componentes viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo, até um ponto de equilibrio elastico,
representado pela pressao de retracdo elastica pulmonar (Pel). A linha de base do registro
de presséo corresponde a pressdo positiva ao final da expiracdo (PEEP) de 2 cmH,0. Ins,
inspiracdo. Vg, volume corrente.
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[11.4 — ESTUDO HISTOLOGICO E MORFOMETRICO

[11.4.1 — Remocé&o dos Pulmdes e Analise Histopatol6 gica

Ao término do experimento, o animal foi imediatamente sacrificado por secao
da aorta abdominal e veia cava inferior, e a traquéia foi ocluida ao final da expiracéo
com um fio de algoddo. A porcdo abdominal do eséfago foi identificada e isolada,
sendo presa por uma pin¢ca hemostatica. As estruturas do pescoco foram dissecadas
com liberacdo das vias aéreas. A pinca que prendia o es6fago foi suavemente
tracionada para cima, permitindo separa-lo das estruturas aderidas a parede toracica
posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi secionada acima
do local ligado pelo fio e, posteriormente, o eséfago foi separado do conjunto por
leve tracao.

Os pulmbes esquerdos foram resfriados por imersao rapida em nitrogénio
liquido (aproximadamente 3 min), retirados e mantidos em solucdo de Carnoy
(etanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) a -70° C por 24 h. ApoOs esse
periodo, o material foi desidratado progressivamente por imersdo em solugcées com
concentracdes crescentes de etanol (Nagase e cols., 1996):

- MC-1: etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20°C durante 1h;
- MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e &cido acético 5%, a -20°C durante 1h;

- MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -20°C durante 1h;
- etanol a 100%, a -20°C durante 1h e, em seguida, a -4°C durante 24h.

Depois da fixacdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histolégicos com 3 um de espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) e analisadas por microscopia Optica (Axioplan, Zeiss, Oberkochen,

Alemanha) segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para a andlise
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descritiva, toda a superficie da lamina foi observada com as estruturas pulmonares
representadas.

A anadlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (Gundersen e cols., 1988), utilizando uma
ocular acoplada ao microscopio contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e
50 linhas dispostos em paralelo (Figura 6).

Em um aumento de 200x foram avaliados dez campos aleatérios e nao
coincidentes por lamina. Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos
normais, colapsados e hiperinsuflados (Weibel, 1990). O numero de pontos que
cairam em area de alvéolo normal, colapsado ou hiperinsuflado foi dividido pelo total
de pontos contados em cada campo analisado (normal + colapsado + hiperinsuflado)
e expresso sob a forma de percentual.

Em um aumento de 1000x foram avaliados dez campos aleatérios e nao
coincidentes para quantificacdo de: tecido pulmonar, células polimorfonucleares
(neutrdfilos) e células mononucleares (macrofagos + linfocitos + mondacitos).

Os valores finais foram expressos como média + erro padrdo da média

(EPM).
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1.5 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a andlise por microscopia eletrénica foram retirados dois fragmentos de
parénquima pulmonar do pulméo direito de cada animal (0,2x0,2x0,2 cm). Os
fragmentos foram colocados em glutaraldeido 2% em tampéo fosfato 0,1 M e pH 7,4
por 2 h, sendo posteriormente lavados em solucéao de sacarose, constituida de 4,5 g
de NaCl e 8,9 g de sacarose diluidos em 500 mL de agua destilada, até a pos-
fixacdo. A seguir, os fragmentos foram imersos em solucédo de tetroxido de 6smio
(1% em agua, contendo 133 mg de sacarose por mL) por 2 h. ApGs a lavagem em
agua bidestilada as preparacdes foram colocadas na geladeira em acetato de uranila
0,5% contendo 133 mg de sacarose, por um tempo que variou de 2 a 24 h. O
processo foi continuado, efetuando-se a desidratacdo em concentracdes crescentes
de alcool etilico, progredindo gradativamente até alcool absoluto, sendo, entdo, o
tecido mergulhado em 6xido de propileno por 15 minutos (2 vezes). Iniciando a fase
de embebicdo, as amostras foram colocadas em misturas de partes iguais de éxido
de propileno e resina (araldite). Os frascos contendo os fragmentos foram colocados
para girar (1 rotacdo a cada 4 minutos, por 1 hora). Posteriormente, as pecas foram
colocadas por 16 h em resina com a seguinte composi¢cdo: 10 mL de araldite (Cy-
205), 8 mL de endurecedor DDSA (anidrido de acido doxecenil succinico), 0,5 mL de
acelerador (N-benzildimetilamina) e 0,1 mL de plastificante (dibutilftaltato). Ao
término de 16 h, as amostras foram colocadas em moldes de silicone com nova
resina, para polimerizacdo em estufa a 60°C, por 5 dias. Concluida a polimerizacao,
0s espécimes foram aparados e cortes semifinos obtidos com o ultramicrétomo
Porter Blum MT2 (Sorvall, Waltham, MA, EUA). Tais cortes, com 0,5 um de

espessura, foram montados em laminas de vidro e corados com uma mistura de azul
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de metileno a 1% e azur Il, em partes iguais e a quente. Nestes cortes,
selecionaram-se areas representativas das lesdes. De cada espécime, 2 blocos,
contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram submetidos a analise
para selecdo dos cortes ultrafinos.

Para o estudo ultraestrutural, os cortes ultrafinos com espessura em torno de
90 nanométros foram contrastados por acetato de uranila a 2% durante 30 minutos
e, finalmente, por citrato de chumbo por 10 minutos. A observacéo dos cortes e as
eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico JEOL (JEOL 1010,

Toquio, Japao).

1.6 — ANALISE DA CELULARIDADE DO LAVADO BRONCOALVE OLAR E DO

SANGUE

Para a andlise da celularidade do lavado broncoalveolar e do sangue foram
utilizados outros 35 camundongos. Primeiramente, o sangue foi retirado da cauda do
animal apés serem anestesiados com isoflurano, e foram realizados os esfregacos
nas laminas. Em seguida os camundongos, foram sacrificados em uma camara de
CO, e o lavado broncoalveolar foi realizado pela lavagem dos pulmdes por duas
vezes consecutivas com 1 mL de PBS 1x, estéril a 37° C, através da canula traqueal.

A contagem total de leucécitos do sangue periférico e do fluido do lavado
broncoalveolar foi efetuada em camaras de Neubauer em microscopio Optico
(aumento de 10 x), apos diluicdo (40 x) das mesmas em solucdo de Turk (acido
aceético 2%). A analise diferencial de leucdcitos foi realizada sob objetiva de imerséo
em citoesfregagos obtidos em citocentrifuga (Shandon — 450 rpm por 5 minutos),
corados pelo método May Grunwald-Giemsa. De acordo com este método, as

laminas ficam imersas no May Grunwald por 3 minutos para fixacdo e coloracdo de
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granulos celulares, 2 minutos em agua para retirada do excesso de corante e 15
minutos no Giemsa, onde o nucleo foi corado.
A contagem diferencial de células mononucleares, neutrofilos e eosinofilos foi

realizada com microscopio optico (100 células por lamina) em aumento de 1000x.

111.7 — ANALISE DA COMPOSICAO DA FULIGEM DA QUEIMA DO OLEO (ROFA)

[11.7.1 — Analise dos metais pesados

Os experimentos de extracado/solubilizacdo dos metais pesados presentes no
particulado retido no filtro foram conduzidos sob o principio basico: expor o material
em solucdo acida, visando obter a um extrato com volume final aferido, no qual os
metais estejam solubilizados.

Todos os metais foram analisados em espectofotdbmetro por absorcao atbmica
de chama (modelo AA 1475, Varian, Australia), seguindo padrbes de recomendacédo
(VARIAN, 1981) e experiéncias do Laboratério de Radiois6topos na Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Foram quantificados os seguintes metais: cobre (Cu),
cadmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni), manganés (Mn), ferro (Fe), chumbo (Pb) e

zinco (Zn).

[11.7.1.a - Extracéo total dos metais

Para estimar o conteldo total de metais pesados no sedimento, transferiu-se
as amostras para cadinhos de teflon em banho de areia a quente e procedeu-se a
digestdo com 5 mL de HNO3; 65% (P.A.). Abaixo do ponto de fervura, levaram-se as

amostras a total evaporacdo. Este momento de maior temperatura € o de maior
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eficiéncia da digestdo do acido, porém, ndo se deve ultrapassar o ponto de total
evaporacao, pois pode haver perda de elementos por volatilizacao.

Adicionou-se, entdo, 5 mL de HCI 37% (P.A.), levando-se mais uma vez ao
ponto de secura da amostra, e finalmente solubilizando o extrato com HCI 0,1 M. O
volume final aferido, com auxilio de uma proveta de vidro, foi de 15 mL deste ultimo
acido diluido. As amostras foram, entdo, armazenadas em frascos plasticos em

geladeira até o momento da analise no espectofotémetro.

[11.7.2 — Analise dos organoclorados e hidrocarbone  tos policiclicos aromaticos

As andlises de organoclorados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA's) se baseiam em técnicas cromatograficas de separacao e estao divididas em
quatro etapas principais: extracdo, purificacdo, fracionamento e determinacdo dos
poluentes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, do inglés “HPLC").
a) Extragcdo quantitativa dos poluentes da matriz;
b) Purificacdo do extrato com o objetivo de remover compostos que poderiam
interferir na andlise instrumental;
c) Fracionamento dos poluentes no extrato purificado em trés grupos de poluentes;
d) Determinacéo dos poluentes por cromatografia de gas com detector de captura de

elétron (GC-ECD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

[11.7.2.a - Extracdo da amostra

Matrizes como particulado apresentam uma gama de substancias organicas
associadas, principalmente adsorvidas as particulas minerais. Para um melhor
desempenho na extracdo de poluentes organicos com polaridades distintas, se faz

necessario a utilizacdo de solventes organicos com polaridades intermediérias.
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Solventes como, acetona, diclorometano, n-hexano e acetonitrila sdo amplamente
utilizados na extragdo desses contaminantes (Pastor e cols., 1997; Torres e cols.,
2002).

Neste estudo, foram pesados dois gramas de peso seco (p.s.) de amostra de
particulas em tubos de vidro. Os tubos foram vedados com tampas de Teflon e
identificados. Cada amostra foi extraida, adicionando-se uma mistura de 12 mL de n-
hexano/acetona (3x 20 minutos), utilizando aparelho de ultra-som em banho quente
(~90°C). Para cada extracdo, a propor¢édo da mistura era alterada da seguinte forma:
1) 1:4 viv n-hexano/acetona; 2) 1:1 v/v n-hexano/acetona; 3) 4:1 viv n-
hexano/acetona. Foi adicionado 1 mL de isoctano para cada etapa. ApOs cada
lavagem, as amostras foram centrifugadas a 800 rpm por 15 minutos e

posteriormente transferidas para baldes de vidro.

[11.7.2.b - Purificac&o

O extrato adquirido das matrizes contém poluentes como hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, mas também outros compostos que podem aumentar o ruido
analitico, dificultando a quantificacdo cromatografica futura. Japenga e
colaboradores (Japenga e cols., 1987) desenvolveram técnicas cromatograficas de
purificacdo para poluentes organicos, utilizando reagentes com acao dessulfurizante
(Torres e cols., 2002). Este agente € composto de uma mistura de 6xido de aluminio
impregnado por uma solucdo aquosa de sulfito de sédio e hidréxido de sodio, em
uma quantidade minima de agua (11%).

Para a etapa de purificagdo, os extratos foram previamente concentrados em
um evaporador rotatério. Apdos concentrado, cada extrato foi transferido para uma

coluna cromatografica aberta, empacotada com 7 gramas de agente dessulfurizante
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(Al,03/Na;SO3 em 11% de agua). Primeiramente, a coluna foi ativada pela eluicdo
de 15 mL de n-hexano. O primeiro solvente eluido € descartado. A coluna foi eluida
posteriormente com 15 mL de n-hexano. Por fim, o eluato purificado foi recolhido e
avolumado em baldes volumétricos de 50 mL. As amostras foram armazenadas em

freezer (-10°C), para a etapa seguinte.

[11.7.2.c - Fracionamento

O fracionamento € uma etapa de separacao, que facilita a analise e posterior
quantificacdo das substancias em estudo. A outra vantagem da técnica de
fracionamento € preservar 0 equipamento cromatografico contra possiveis
compostos mais reativos, principalmente a coluna do aparelho (HPLC).

O extrato é fracionado de maneira que resultem trés sub-extratos, cada um
contendo uma parte dos poluentes a serem determinados:
FRACAO 1: Pipetaram-se 25 mL de solucdo dessulfurada, contida no baldo
volumétrico de 50 mL, para um baldo grande e reduziu-se o volume até cerca de 0,5
mL (“extrato purificado concentrado”). Colocaram-se 3 g de silica gel em uma coluna
cromatografica estreita, depois de ter colocado um pouco de algodao previamente
lavado com n-hexano, na saida da coluna. Transferiu-se o “extrato purificado
concentrado” para o topo da silica gel, assegurando a transferéncia completa com
uma minima quantidade de n-hexano. Elui-se a coluna com 15 mL de n-hexano e
recolheu-se o eluato em um baldo pequeno. Reduziu-se o volume até cerca de 0,5
mL ou até um outro volume dependente da concentracdo esperada.
FRACAO 2: Continuou-se a eluicdo da coluna com 25 mL de n-hexano/éter etilico
(9:1) e recolheu-se o eluato em um baldo grande. Adicionou-se 0,5 ml de isoctano e

reduziu-se o volume até cerca de 0,5 mL.
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FRACAO 3: Transferiu-se o conteido do baldo volumétrico de 50 mL, que restou
depois de terem sido removidos 25 mL, para um baldo grande. Usou-se n-hexano
para conseguir a transferéncia completa. Reduziu-se o volume até cerca de 0,5 mL.
Colocaram-se 3 g de silica gel em uma coluna cromatogréfica estreita, transferindo o
residuo contido no baldo grande para o topo da silica gel. Elui-se com 7 mL de n-
hexano e desprezou-se o eluato. Em seguida, eluiu-se com 35 mL de n-hexano/éter
etilico (9:1) e recolheu-se o eluato em um baldo grande. Por evaporacao, chegou-se
atée 1 mL e adicionou-se 0,5 mL de acetonitrilo e 0,5 mL de solucdo do padréo

interno BBC-T. Reduziu-se o volume até cerca de 1 mL.

[11.7.2.d - Cromatografia
Organoclorados

Para analise de compostos organoclorados, utilizou-se um cromatografo a
gas (Shimadzu, modelo GC-14B com injetor automéatioco AOC-1400) equipado com
detector da captura de elétrons. Foi injetado um volume de 2 pyL por amostra, 0 gas
utilizado foi hidrogénio ultra-puro com fluxo de 16,2 mL/min . A temperatura do injetor
e detector foram 300 °C e 310 °C, respectivamente. Foram analisados 20
organoclorados: gama hexaclorohexano (G-HCH), hexaclorobenzeno (HCB),
heptacloro, endosulfan, aldrin, dieldrin, endrin, hepta-epox, policlorado bifenila (PCB)
- 28, PCB-52, PCB-118, PCB-153, PCB-138, PCB-180, PCB-209, posi¢ao orto (op’)
—diclodifenildicloroetileno (DDE), posicao para (pp’)-DDE, pp’- diclodifenildicloroetano

(DDD), op’- dicloredifenitricloroetano (DDT), pp’- DDT.
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Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos

As analises foram realizadas em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE), acoplado a um detector de fluorescéncia (Shimadzu, modelo GC-14B) com
duas bombas, LC-10AT e LC-10AS. A separacao foi feita utilizando-se uma coluna
de fase reversa ODS 250 x 4,0 mm d.i., com particula de 0,5 pum de diametro e poro
de 120 A. A corrida foi feita em eluicdo por gradiente com rampa linear, partindo-se
com (0 min) 50% de acetonitrila em agua para 100% de acetronitrila ao final da
corrida (40 min) com vazao de 1,0 mL/min. Foram analisados 16 hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos neste estudo: naftaleno, acenaftileno, fluoreno, acenafteno
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[ah]antraceno,

benzo[ghi]perile e indeno[123cd]pireno.

[11.8 - ANALISE ESTATISTICA

Os valores finais foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).

Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
(com correcdo de Lilliefors) para avaliar a normalidade de suas distribuicbes. A
seguir foi aplicado o teste da mediana de Levene, para verificar a igualdade de
variancias. Se os dados satisfizessem a ambos, eram aplicados testes paramétricos.
No caso de qualquer um deles ndo ser satisfeito, testes nao-paramétricos foram
empregados.

As diferencas entre os grupos foram comparadas através da analise de
variancia one-way ANOVA e, quando multiplas comparacbes foram necessarias,

utilizou-se o teste de Bonferroni.
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Para comparacdo entre valores percentuais utilizou-se transformada
arcoseno.

Em todos os testes, o0 nivel de significancia foi de 5%.

A andlise estatistica foi realizada com o0 programa estatistico SigmaStat 3.0

(Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA).
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IV- RESULTADOS

IV.1- MECANICA RESPIRATORIA

Os valores de volumes e fluxo utilizados durante o experimento estdo
mostrados na tabela 3 e ndo variaram significativamente entre os grupos estudados.

As diferencas entre os parametros de mecanica respiratoria (Est, AE, AP1,
AP2 e APtot) observadas entre os animais do grupo que recebeu salina (C) e os dos
grupos que receberam 10 pL de solucdo de ROFA (ROFA 6, ROFA 24, ROFA 48,
ROFA 72, ROFA 96 e ROFA 120) estédo, também, representadas na tabela 3 e nas
figuras 7 e 8.

AP1 apresentou aumento significativo 6 horas apos a instilacéo intranasal de
ROFA em relacdo ao grupo controle (C) (186,3%). AP2, APtot, Est e AE foram
significativamente maiores do que C ap6s 24 horas da agresséo (68,8%, 104,8%,
88,4% e 67,9%, respectivamente). No quinto dia (120 horas) todos os valores

retornaram aqueles do grupo controle. (Figuras 7 e 8).
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Tabela 3 — Fluxo aéreo, volume corrente, variacdes de pressdes e elastancias pulmao durante ventilagcdo mecanica nos animais

dos grupos controle e daqueles que receberam ROFA.

Grupos Fluxo Volume Est AE AP1 AP2 APtot
(mL/s) (mL) (cmH,O0.mL™)  (cmH,O.mL™) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0)
C 1,02 £0,01 0,200 21,73 0,79 3,12+ 0,15 0,22 £ 0,02 0,61+0,04 0,83+0,04
ROFA 6 1,010 0,200 21,14 +1,45 3,60 +0,18 0,63+0,04* 0,71 £0,04 1,35 +£0,07
ROFA 24 1,04 £0,02 0,20+0 4094 +261* 524+054* 0,67+£0,11* 1,03+£0,0* 1,70+£0,15*
ROFA 48 1,02 £0,01 0,20+0 34,68+2,17* 522+042* 0,66 +0,04* 104x£0,09* 169+£0,10*
ROFA 72 1,01 £0,01 0,20+0 39,42+282* 4,75+0,14* 0,65+0,04* 0,95+0,03* 159+0,03*
ROFA 96 1,000 0,200 3255+496* 5,13 +0,31* 0,53+0,03* 1,02 £ 0,07 * 1,55+0,06 *
ROFA 120 1,000 0,200 21,61 +1,40 4,00 + 0,09 0,41 £0,03 0,84 £0,02 1,25 +0,03

AP1, AP2: pressOes dissipadas para vencer a resisténcia e a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares, respectivamente.
APtot = AP1+ AP2. Est: elastancia estatica do pulmé&o. AE = Edyn — Est. Os valores correspondem a média de cinco animais em
cada grupo + erro padrao da média (10 determinacdes por animal). * representa valores significativamente diferentes do grupo

controle (p < 0,05).
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AP2 (cmH,0)
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APtot (cmH,0)

C 6 24 48 72 96 120

ROFA

Figura 7 — Graficos representam variacdes das pressdes viscosa (AP1), variacdes
da pressdo para vencer 0os componentes viscoelasticos/inomogéneos (AP2) e a
variacdo de pressao total (APtot) do pulmdo em camundongos analisados 6, 24, 48,
72, 96 e 120 horas apés instilagédo intranasal de ROFA ou ap6s instilagdo de salina
(C). Valores representam média + EPM de 5 animais em cada grupo (10
determinacdes por animal). * Valores significativamente diferentes do grupo C (p <
0,05).
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Figura 8 — Gréficos representam a elastancia estatica (Est) e a diferenca entre
elastancias dinamica e estatica do pulméo (AE) em camundongos analisados 6, 24,
48, 72, 96 e 120 horas apos instilagédo intranasal de ROFA ou instilagédo de salina
(C). Valores representam média + EPM de 5 animais em cada grupo (10
determinacdes por animal). * Valores significativamente diferentes do grupo C (p <
0,05).
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IV.2 - ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

IV.2.1 - Analise Qualitativa

Na analise histopatologica qualitativa foi observada presenca de colapso
alveolar, com espessamento dos septos alveolares e areas de inomogeneidades no
parénquima pulmonar ap6s 24 horas de instilacdo de ROFA, mantendo-se essa
alteracdo até 96 horas poOs-agressdo. Além disso, observou-se aumento da

celularidade em 24 horas (Figura 9).

IV.2.2 - Analise Quantitativa

Os valores obtidos na analise quantitativa dos grupos C e ROFA sao
apresentados nas tabelas 4 e 5. Os valores representam a média de 5 laminas por
grupo, com a observacao de 10 campos aleatdrios e ndo coincidentes por lamina.

A quantificacdo de leucocitos no septo alveolar evidenciou aumento
significativo no contetdo de polimorfonucleares (PMN) 24 horas apés a instilacdo
(98%). O percentual de PMN permaneceu elevado até 96 horas, retornando a
valores similares ao do grupo controle (C) no quinto dia (Tabela 4). O conteudo total
de MN foi significativamente menor 24 horas apés a instilacdo, quando comparado
ao grupo C, retornando aos valores normais em 120 horas (Tabela 4).

Na analise morfométrica do parénquima pulmonar notamos que nas primeiras
24 horas (ROFA 24) o parénquima pulmonar apresentou aumento acentuado das
areas de colapso alveolar (803,4%) com reducdo de 24% de alvéolos normais,

quando comparado com o grupo controle (C) (Tabela 5 e Figura 9). A fracdo de
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alvéolos normais em 120 horas apods a instilacdo (ROFA 120) se assemelhou ao

valor apresentado pelo grupo controle (C) (Tabela 5 e Figura 9).
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Figura 9: Fotomicrografias do parénquima pulmonar de animais apos instilacao
intranasal de salina (A) ou ROFA e analisados 6 (B), 24 (C), 48 (D), 72 (E), 96 (F) e
120 (G) horas apoOs a instilagdo, apresentando espessamento do septo e colapso
alveolar em 24 horas e mantendo-os até o quinto dia. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina. Aumento original de 200x. Barras com 100 pm.
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Tabela 4 — Percentual de células mononucleares e polimorfonucleares por area de
tecido pulmonar dos grupos C (controle) e ROFA

Grupos PMN (%) MN (%)
c 15,5+0,7  215+009
ROFA 6 178+11  181+0,1
ROEA 24  30.7+28* 42 +13*
ROFA4g  279+14*  29+06*
ROEA72  26:8+15* 31 +05*
ROFAgs  248%13*  19x04*
ROFA120 14912 19,7+1,.2

Fracdo de area de tecido ocupada por células. PMN = polimorfonucleares, MN =
mononucleares. Os valores correspondem a média de 10 campos por lamina de
cinco animais de cada grupo + erro padrdo da média dos grupos C e ROFA 6, 24,
48, 72, 96 e 120 horas apoOs instilacdo intranasal. *Valores significativamente
diferentes em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).



Tabela 5 — Morfometria do parénquima pulmonar dos grupos C e ROFA.

Grupos Normal (%) Colapso (%)
C 97,0+1,2 29+1,2
ROFA 6 94,5+2,9 54 +2,9
ROFA 24 73,7+38* 26,2+38*
ROFEA 48 76,5 +3,9 * 23,4+39*
ROEA 72 73,6+29* 26,3+29*
ROFEA 96 735+29* 26,4+29*
ROFA 120 91,5+0,7 8,4+0,7
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Fracdo de area de alvéolos normais e colapsados dos grupos controle (C) e ROFA
6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos instilacéo intranasal. Os valores correspondem a
média de 10 campos por lamina de seis animais de cada grupo + erro padrao.
*Valores significativamente diferentes em relagdo ao grupo controle (p< 0,05).
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IV.3 — MICROSCOPIA ELETRONICA

As figuras 10 e 11 mostram a ultramicroscopia do parénquima pulmonar. O grupo
controle evidenciou pneumdcitos tipo | e tipo Il, endotélio e epitélio alveolares preservados
(Figura 10), mantendo-se a integridade capilar e da membrana basal. A matriz extracelular
apresentou seus componentes estruturais normais e o espaco alveolar encontrava-se
aerado. Apés 24 h de instilacdo de ROFA (ROFA 24), encontram-se evidéncias de lesao

endotelial com tumefacédo e vacuolizacéo e neutroéfilos aderidos (Figura 11).
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Figura 10: Ultramicrografia do parénquima pulmonar de animal do grupo controle
(C). Séo observados espacos aéreos preservados (A), pneumdcitos tipo | e Il
integros (EPI e EPIIl). Observamos, ainda, componentes da matriz extracelular
normais. * = fibras colagenas; EN = célula endotelial; MB = membrana basal; Cp=

capilar. Aumento original: 8.400 X.
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ROFA 24

Figura 11: Ultramicrografia do parénquima pulmonar de animal do grupo submetido
a instilacdo intranasal de ROFA (24 horas). Podemos observar vacuolizacdo e
tumefacdo do endotélio e neutrofilos aderidos. * = célula endotelial; A = alvéolo; N =

neutrdéfilo. Aumento original: 5.500 X.
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IV.4 — ANALISE DA CELULARIDADE DO LAVADO BRONCOALVE OLAR E DO

SANGUE

Os valores obtidos na analise quantitativa dos grupos ROFA encontram-se
nas figuras 12 e 13. A analise sanguinea revelou aumento do nimero de neutréfilos
e reducdo na quantidade de células mononucleares no grupo ROFA analisado 24 e
48 horas apos a instilacdo intranasal em relacdo ao grupo controle (Figura 12). A
celularidade no liquido do lavado broncoalveolar ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos (Figura 13).
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Figura 12 — Gréaficos representam celularidade total, células mononucleares,

neutrofilos e eosinofilos no sangue de camundongos analisados 6, 24, 48, 72, 96 e
120 horas apés instilacao intranasal de salina (C) ou ROFA. Valores representam
meédia + EPM de 5 animais em cada grupo. * Valores significativamente diferentes
do grupo C (p <0,05).
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Figura 13 — Graficos representam celularidade total, células mononucleares,

neutroéfilos e eosindfilos do lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos analisados
6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apOs instilacdo intranasal de salina (C) ou ROFA.
Valores representam média + EPM de 5 animais em cada grupo. * Valores
significativamente diferentes do grupo C (p <0,05).
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IV.5 — ANALISE DOS ORGANOCLORADOS E HIDROCARBONETOS

POLICICLICOS AROMATICOS

Foram encontrados maiores concentracfes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) em relacdo aos compostos organoclorados, evidenciando as
caracteristicas das fontes de contaminacdo encontradas (Tabela 6). Dos vinte
compostos clorados analisados, apenas seis foram detectados (Tabela 7).
Concentracdes mais elevadas foram encontradas para o DDT e seus metabalitos.

Conforme a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA-USA),
dezesseis dos HPAs aqui analisados sdo de elevada importancia ambiental. A
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1983) aponta seis destes
HPAs prioritarios como compostos com potencial carcinogénico em mamiferos; e
sao eles: benzo[a]antraceno, benzo[a]fluoranteno, benzo[a]pireno,
dibenzo[ah]lantraceno e indeno[123cd]pireno. Deste grupo, apenas o0
benzola]fluoranteno ndo foi detectado em nossas analises. O dibenzo[ah]antraceno

apresentou a mais elevada concentragéo: 13046,7 ng/g (13,0 mg/kg) de fuligem.

IV.6 — ANALISE DOS METAIS
Foram descritas as concentragdes dos seguintes metais pesados: Cd, Cu, Cr,

Fe, Mn, Ni, Pb e Zn, sendo o ferro encontrado em maior concentracao (Tabela 8).
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Tabela 6: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos encontrados na fuligem da

gueima de 6leo (ROFA).

Composto [ ] mg/kg
Naftaleno 95,2
Acenaftileno 155,6
Fluoreno 2,6
Acenafteno 67,8
Fenantreno ND
Antraceno 1,7
Fluoranteno 59
Pireno 13,9
Criseno ND
B[a]Antraceno 3,5
B[b]Fluoranteno ND
B[k]Fluoranteno 7,1
B[a]Pireno 2,8
DB[ah]Antraceno 13,0
B[ghi]Perile 15
Ind[123cd]Pireno 1,7
2 HPA 372,7

[ ] mg/kg = concentracdo em miligrama/ kilograma; ND = ndo detectavel; £ HPA =
somatorio de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; em negrito = HPAs com
potencial risco carcinogénico em mamiferos (Agéncia Internacional de Pesquisa

sobre o Cancer, EUA).



Tabela 7: Compostos
(ROFA).
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organoclorados presentes na fuligem da queima de oOleo

Composto [1ng/g Composto [1ng/g
G-HCH 121,7 PCB-118 ND
HCB ND PCB-153 ND
HEPTACLORO ND PCB-138 ND
ENDOSULFAN 57,4 PCB-180 ND
ALDRIN ND PCB-209 ND

DIELDRIN 40,9 op’-DDE 391,3
ENDRIN ND pp’-DDE ND
HEPTA-EPOX ND pp’-DDD ND
PCB-28 ND op’-DDT 78,3

PCB-52 ND pp’-DDT 139,1

2 DDT 608,7

[ 1 ng/g = concentragdo em nanograma/ grama; ND = ndo detectavel; G-HCH
gamahexaclorohexano; HCB = hexaclorobenzeno; PCB = bifenilapoliclorada; op’
diclorodifenildicloroetileno; DDD

posicdo orto; pp’ =

posicdo para; DDE

diclorodifenildicloroetano; DDT = diclorodifeniltricloroetileno; ¥ DDT = somatério de

DDT.
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Tabela 8: Concentracdo de metais na fuligem da queima de 6leo (ROFA)

Elemento Média (ppm) * Desvio Padréo
COBRE 5,64 + 1,09
CADMIO 0,01+ 0,00
CROMO 4,20 0,71

NIQUEL 467,19 + 9,75

MANGANES 32,42 + 4,60

FERRO 12265,77 + 2697, 33
CHUMBO 0,58 + 0,18

ZINCO 21,12 +1,34
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V- DISCUSSAO

A poluicdo atmosférica, mesmo com valores abaixo dos niveis recomendados
pelos 6rgaos responsaveis, tem sido associada ao decréscimo da funcéo pulmonar e
das taxas de pico de fluxo e maior absenteismo escolar em individuos normais
(Farhat e cols., 2005; Hong e cols., 2007; MacNee & Donaldson, 2000; Martins e
cols., 2002; Pope e cols., 1995; Schenker, 1993; Souza e cols., 1998). Além disso,
podem-se observar alteracbfes no sistema imunologico desses individuos, com
reducao do “clearance” mucociliar (Jiang e cols, 2000; Machione e cols., 1999).

Muitas vezes, o estudo do parénquima pulmonar em seres humanos torna-se
dificil ou sendo impraticavel. No entanto, € possivel obter-se fragmentos de tecido
pulmonar a partir de ressecc¢des durante procedimento cirlrgico ou pulmdes inteiros
em autopsias de individuos expostos a poluicdo atmosférica, com o objetivo de
estudar a influéncia da composicdo, o tempo e o grau de exposicdo sobre a
estrutura e funcdo pulmonares (Ghio e cols., 2001; Martins e cols., 2002; Souza e
cols., 1998). Porém, tais estudos ainda ndo sao realizados em carater detalhado ou
sistematico. Além disso, a presenca de processos patoldgicos coexistentes, idade e
consumo de cigarros poderiam impedir a analise precisa das conseqléncias da
poluicdo atmosférica sobre o parénquima pulmonar.

Existe uma enorme variedade de espécies animais disponiveis para a
pesquisa biolégica e um passo importante para a correta interpretacdo dos
resultados recai sobre a cuidadosa selecdo da espécie. Como regra geral, a espécie
filogeneticamente mais proxima a humana possui a melhor correlagéo clinica e a
possibilidade de controlar as variaveis ambientais, sociais e patolégicas em animais

de experimentagcdo justificou, no nosso experimento, a escolha de pequenos
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animais. Por esse motivo trabalhamos com camundongos BALBI/c, os quais, além de
permitirem uma adequada avaliacdo dos mediadores inflamatorios e serem bastante
presentes em experimentos com inalagdo de particulas a curto e longo prazo, nao
necessitam de um periodo muito longo de tempo para se encontrarem em condi¢cfes
experimentais ap0s 0 nascimento.

Como para cada grupo que inalava ROFA havia um grupo controle, que
inalava salina, e posteriormente transformado em um controle Unico, e ambos
estavam expostos as mesmas condi¢des cirurgicas e ventilatérias, podemos admitir
que as alteracdes encontradas foram decorrentes exclusivamente do procedimento
realizado e ndo de uma interferéncia causada pelo tipo de preparacao.

Utiliza-se amplamente o modelo experimental com ROFA para fins de estudo
da lesédo inflamatéria pulmonar, pois se mostra capaz de mimetizar alteracdes
morfologicas e funcionais encontradas em situacdes clinicas desencadeadas pela
exposicdo a poluicdo atmosférica, com efeitos lesivos no sistema bioldgico (Campen
e cols., 2002; Dreher e cols., 1996; 1997; Dye e cols., 1997; Gavett e cols., 1997,
1999; Hamada e cols., 2002; Kodavanti e cols., 1997; 1998; 2002).

A ROFA constitui parte do material particulado emitido pelo produto da
combustdo de 6leo, rica em metais e com poucos componentes organicos. E
considerada uma particula fina com diametro aerodindmico menor do que 2,5 um, e,
portanto permanece no ar por longo tempo, podendo, também, depositar-se nas vias
aéreas distais (Ghio e cols., 2002; Dreher e cols., 1996).

A ROFA utilizada no presente estudo foi coletada do incinerador de material
hospitalar do Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo e langado na

atmosfera diariamente. A dose utilizada de ROFA (10 pL i.n. de solugdo a 20 pg/mL)

foi inferior aos niveis maximos recomendados pelos 6rgaos competentes. Em nosso
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modelo experimental, estes niveis foram menores do que, teoricamente, seria
depositado nos pulmdes ao longo de 24 horas em uma cidade com as
caracteristicas de Sao Paulo, que exibe uma média de concentracdo anual de PM;5
de aproximadamente 20 pg/m?.

Na literatura encontram-se varias vias de administracdo de ROFA, tais como:
instilacao intratraqueal (Antonini e cols., 2002; 2004; Campen e cols., 2002; Dreher e
cols., 1997; Gavett e cols., 1997; 1999; Ghio e cols., 2001; Kodavanti e cols., 1997,
1998; Lewis e cols., 2003; Nurkiewicz e cols., 2006), inalacéo via aerossol (Hamada
e cols., 2002) e a instilagéo intranasal (Kodavanti e cols., 2002; Medeiros Jr. e cols.,
2004). No presente trabalho, optamos pelo uso de ROFA por instilagdo intranasal,
por mimetizar a exposicdo aguda a poluentes encontrados no ar ambiente (Chrétien
& Nébut, 1996).

Os efeitos bioldgicos das particulas inaladas sdo determinados pelo seu
tamanho e suas propriedades fisico-quimicas. Estudos toxicoldgicos demonstraram
gue a composicao e a quantidade de outros componentes agregados as particulas
podem modificar sua toxicidade (Medeiros Jr e cols., 2004; Kodavanti e cols., 1997,
1998; Seagrave e cols., 2006; Kreyling e Scheuch, 2000). Um recente estudo
analisou a composicdo, as fontes e a relativa toxicidade de PM;s coletados em
diferentes cidades dos Estados Unidos e observou associacdo de toxicidade
pulmonar em areas urbanas com numero de veiculos e industrias (Seagrave e cols.,
2006).

A biodisponibilidade e a composicdo dos metais de transicdo também estao
fortemente implicadas como um dos mecanismos pelo qual a ROFA pode lesar os
pulmbes. A fase inicial da resposta pulmonar apds a exposicdo parece ser

influenciada por metais individualizados, porém a persisténcia da resposta parece



86

refletir a complexidade da interacdo entre 0os metais ou qualidades Unicas de um
metal comparado a outros (Antonini e cols., 2004; Dreher e cols., 1997; Gavett e
cols., 1997; Kodavanti e cols., 1997). O mecanismo de lesdo pulmonar apos
exposicao ao material particulado ainda se mostra uma incognita. Segundo Ghio e
colaboradores (Ghio e cols, 2002), a lesdo pode ser mediada pela geracdo de
oxidantes catabolizada por metais, pela desregulacdo do ion do metal do
metabolismo da fosfotirosina ou possivelmente por elementos de ambos os
mecanismos. Esses eventos resultariam na ativacdo de fatores de transcricdo
especificos tais como NF-kB e AP-1, um aumento da expressdo de proteinas pro-
inflamatodrias cujos genes possuem locais de ligacdo para esses fatores de
transcricdo em suas regides promotoras, e, finalmente, ocorreria uma leséo
inflamatéria para o pulmdo. Em nosso estudo, dos metais analisados, o ferro
apresentou maior concentracdo (Tabela 8), um importante metal envolvido na
geracdo de radicais livres (Lay e cols., 1999). A ROFA pode conter uma enorme
variedade de metais, porém, em modelos experimentais dos efeitos da poluicéo, o
ferro, o niquel e o vanadio, representam aqueles mais freqientemente estudados.
Dreher e colaboradores demonstraram que os metais de transicdo, contendo
principalmente esses trés metais, sdo provavelmente os agentes causadores da
lesdo pulmonar induzida pela ROFA instilada intratraquealmente em doses elevadas
em ratos (Dreher e cols., 1997).

As concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) se
mostraram maiores em relacdo aos organoclorados (Tabelas 6 e 7). Os HPAs
originam-se da combustdo incompleta de matéria organica, como na queima de
carvao, madeira e 6leo combustivel e sua presenca faz-se mais intensa em grandes

centros urbanos (Torres e cols., 2002). A exposicdo humana a estes poluentes pode
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ocorrer no contato com o fumo, na inalacdo de poluentes atmosféricos originarios de
emissfes como queima de combustiveis fosseis ou ingestdo de alimentos ou agua
contaminados. As concentracdes de HPAs relatadas no presente estudo sé&o
consideradas de potencial risco carcinogénico de acordo com Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), e estdo, em sua maioria, dentro dos niveis
onde se verificam efeitos deletérios em animais experimentais, tais como alteracdes
reprodutivas e aparecimento de tumores, assim como efeitos mutagénicos (Nafstad
e cols., 2003; Nyberg e cols, 2000).

Alguns HPAs considerados de potencial risco carcinogéncico:
benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[ah]antraceno e
indeno[123cd]pireno. Dentre eles, somente o benzo[b]fluoranteno n&o foi detectado
em nossas analises. De acordo com a IARC, a administracao de doses entre 3 e 90
mg/kg de peso de dibenzo[ah]antraceno na ingestdo de 6leo de gergelim reduz a
taxa de crescimento de jovens (Haddow e cols., 1937). Dosagens de 5,0 mg por
animal deste mesmo composto, administradas no primeiro dia de gravidez em
camundongos resultaram na morte e posterior reabsorcdo fetal, interferindo
posteriormente na fertilidade dos animais (Wolfe & Bryan, 1939). Concentragbes
acima de 2,0 mg/kg de fuligem de benzo[a]pireno foram encontradas na amostra.
Efeitos sobre a reproducado e toxicidade pré-natal, foram evidenciados por Wolfe e
Bryan (Wolfe & Bryan, 1939), onde a dosagem diaria de 5,0 mg/kg de
benzo[a]pireno em ratas gravidas, administradas por inje¢cdes subcutaneas diérias,
induziu a morte de seus respectivos fetos. A concentragdo de benzo[a]lantraceno de
3,5 mg/kg de fuligem encontrada nesta amostra pode gerar efeitos téxicos, tomando
como base outros trabalhos que evidenciaram o crescimento de célula de sarcoma

em ratos tratados com 1 umol/mL de benzo[a]antraceno (1 mol = 236 g) dissolvido
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em dimetil sulfoxido (Pilloti e cols., 1975). O benzo[alantraceno pode gerar
alteracdes em cultura de epitélio pulmonar de ratos (Dirksen & Crocker, 1968), e
efeitos indesejaveis sobre a reproducao e toxicidade pré-natal em dosagens de 5
mg/kg, quando tratadas com injecdes subcutaneas (Wolfe & Bryan, 1939). Os
valores de 7,1 mg/kg de fuligem encontrados para benzol[k]fluoranteno estdo acima
das concentracbes administradas para testes de toxicidade que utilizam injecdes
subcutéaneas em ratos, as quais geram tumores (1,8 mg/animal) (Lacassagne e cols.,
1963). De acordo com a IARC, a presenca de indeno[123cd]pireno também é
apontada como carcinogénica em animais experimentais.

De fato, varios estudos epidemiologicos sugerem que a poluicdo atmosférica,
principalmente aquela devida a queima de combustiveis fésseis, pode ser
responsavel pelo aumento das taxas de cancer de pulméo (Cohen & Pope, 1995;
Nafstad e cols, 2003; Nyberg e cols., 2000; Samet & Cohen, 1999). Entre os
animais, somente roedores foram expostos por longos periodos a particulas, o que
revelou o surgimento tardio de cancer. Todos os agentes conhecidos considerados
carcinogénicos inalados por seres humanos demonstraram o mesmo efeito em uma
ou mais espécies de roedores, quando adequadamente testados. Porém, ha duas
diferencas entre a resposta neoplasica pulmonar priméria de roedores e a humana: a
proporcao de neoplasias benignas mostra-se maior em roedores e as neoplasias
pulmonares raramente metastatizam em roedores, ao contrario do que ocorre
comumente em seres humanos (Mauderly, 1996). Recentes estudos
epidemiologicos observaram aumento de 30-50% nas taxas de cancer de pulméo
associado com exposi¢do a particulas inalaveis (Cohen & Pope, 1995; Nafstad e
cols, 2003; Nyberg e cols, 2000). O material particulado com diametro menor do que

10 um é um importante poluente que atualmente desperta grande interesse,
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porquanto suas particulas podem ser absorvidas pelo pulmdo e, ademais,
possivelmente carreiam substancias carcinogénicas em sua superficie (Samet &
Cohen, 1999).

A exposicdo a poluicdo atmosférica altera o comportamento mecéanico do
sistema respiratério, uma vez que a morfologia do espaco aéreo sofre modificacdes.
Somente um estudo descreve queda da complacéncia e aumento da resisténcia do
sistema respiratério, porém esses dados foram observados em camundongos
hiperresponsivos apoés instilacdo de metacolina (Gavett e cols., 1999). Nenhum
estudo, até a presente data, avaliou as alteracdes da mecanica respiratoria em
camundongos saudaveis expostos a ROFA.

Diante desses achados, optou-se, no presente experimento, por utilizar o
meétodo de oclusado ao final da inspiracdo. Ha varias técnicas desenvolvidas para a
analise da mecanica respiratoria, poréem o meéetodo de oclusdo das vias aéreas ao
final da inspiracdo foi empregado pela possibilidade de medir as propriedades
elasticas, resistivas e viscoelasticas do sistema respiratério e seus componentes
(Bates e cols., 1985b; 1988; Broseghini e cols, 1988; Eissa e cols, 1992; Kochi e
cols., 1988a e 1988b; Peseti e cols, 1991; Ranieri e cols, 1994; Saldiva e cols., 1992;
Similowski e cols., 1989; Tantucci e cols, 1992).

Em nosso experimento, ndo obtivemos os valores referentes a mecéanica da
parede toracica e do sistema respiratorio, pois retiramos a porcao anterior do gradil
costal. Logo, avaliamos o0s componentes resistivo, elastico e viscoelastico
pulmonares. Em presenca de térax intacto, € necessério o uso de cateter
esofageano para determinar a variagdo da pressao intrapleural e, através da
afericdo concomitante da presséo traqueal, calcular a pressédo transpulmonar (Bates

e cols., 1985b; 1988; Zin e cols., 1983).
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Esse tipo de preparacdo esta sujeita a alteracdes, principalmente ao nivel
hemodinamico (Nash e cols, 1956; Vatner, 1980). Em relacdo aos efeitos da
toracotomia sobre a mecanica respiratéria, € descrito aumento da elastancia e da
resisténcia tecidual pulmonar e da parede toracica, sendo que a elevacdo da
resisténcia pode ser prevenida pelo uso de presséo positiva ao final da expiracao
(PEEP) (Rodrigues e cols., 1993). As alteragcdes mecanicas, nesse caso, decorrem
da movimentacédo do diafragma e do gradil costal, levando a compressao da base
pulmonar com consequente atelectasia (Rodrigues e cols., 1993). Todavia, tais
modificacbes mecéanicas ndo ocorrem quando é realizada a retirada de toda a
parede toracica anterior, como no presente estudo.

A utilizacdo de PEEP se torna necessaria, apos a retirada do diafragma e do
gradil costal, a fim de evitar o desenvolvimento de colapso pulmonar e atelectasias.
Durante a anestesia, ha formacao de areas de atelectasia com consequente reducao
da capacidade residual funcional (CRF) (Hedenstierna, 1990; Powers e cols., 1973).
O uso de PEEP pode acarretar aumento do volume pulmonar, relacionado a uma
melhor oxigenacéo (Berend e cols., 1982). A aplicacdo de PEEP leva a pelo menos
trés consequéncias fisiologicas individualizadas: aumento no numero de alvéolos
ventilados, alteracdo do débito cardiaco e redistribuicdo do fluxo sanguineo
pulmonar (Powers e cols., 1973). A presenca de PEEP também é capaz de alterar
parametros da mecanica respiratéria, levando a redugcdo da resisténcia e da
elastancia pulmonar e da elastancia de parede toracica, porém sem afetar o
comportamento dinamico dos tecidos (D’Angelo e cols., 1989). Como a resisténcia
pulmonar representa essencialmente a resisténcia das vias aéreas, e esta diminui
com o aumento do volume pulmonar, a queda de tal resisténcia com o uso de PEEP

provavelmente reflete um aumento do didmetro das vias aéreas secundario ao
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incremento do volume pulmonar. J4 a reducdo da elastancia pulmonar pode ser
explicada por varios fatores, entre eles a abertura de pequenas vias aéreas e/ou
eliminacao de atelectasias (D’Angelo e cols., 1992).

Em nosso experimento o nivel de PEEP utilizado, 2 cmH,0, foi apenas o justo
necessario para evitar o colapso das vias aéreas e manter a CRF fisiol6gica (Saldiva
e cols., 1992). Além disso, os efeitos da PEEP se tornam menos acentuados na
presenca de térax aberto, uma vez que na auséncia da parede toracica ndo ha
compressdo da veia cava e nem da aorta com consequente reducdo dos fluxos
sanguineos.

Este método permite observar as alteragbes em APtot, que refletem as
modificagbes nos componentes resistivos e viscoelasticos e/ou inomogéneos
pulmonar. AP1 reflete a presséo dissipada para vencer a resisténcia de vias aéreas
centrais e 0 componente viscoso de pulméao (Similowski e cols., 1989). AP2 esta
relacionada ao relaxamento da tenséo (“stress relaxation”) do tecido pulmonar
(Bates e cols., 1988; D’Angelo e cols., 1989; Saldiva e cols., 1992). Este método tem
sido amplamente utilizado, permitindo a avaliacdo da mecénica respiratoria em
animais e seres humanos anestesiados (D’Angelo e cols, 1989; 1994; Saldiva e cols,
1987), em procedimentos cirargicos (Auler e cols., 1987; Moreira e cols., 1997,
Rodrigues e cols., 1993; Zin e cols., 1989), assim como em diferentes modelos
experimentais que mimetizam afec¢des encontradas na pratica hospitalar (Auler e
cols., 1987; Moreira e cols., 1997).

As alteracdes da viscoelasticidade pulmonar em decorréncia da exposicao a
ROFA foram relatadas pela primeira vez no presente estudo. O trabalho que estudou
a mecanica pulmonar apos a instilacdo intratraqueal de ROFA em camundongos

considerou somente a elasticidade e a viscosidade, isto €, sem determinar o
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componente viscoelastico e demonstrou apenas reducao da complacéncia dinamica
e aumento da resisténcia do sistema respiratorio em animais hiperresponsivos
(Gavett e cols., 1999).

As influéncias das variacbes de V, V' e duracdo da inspiracdo sobre os
parametros de mecanica, foram evitadas em nossos experimentos pela utilizacdo de
V e V' aproximadamente iguais, ndo contribuindo, assim, para as diferencas
mecanicas encontradas. Tal assertiva é corroborada por Similowski e colaboradores
(Similowski e cols.,1989) que relataram que os valores das resisténcias observadas
durante a insuflacdo com fluxo constante dependem, na realidade, da duracédo da
inspiracao.

Em nosso experimento, houve incremento do componente elastico do pulméo,
refletido na elastancia estatica (Est) e na diferenca de elastancias (AE) 24 horas
apos a instilacdo intranasal de ROFA (88,4% e 67, 9%, respectivamente) (Figura 8).
Essa alteracdo pode ser explicada por um aumento no percentual de alvéolos
colapsados, espessamento dos septos alveolares e por elevacdo no percentual de
células polimorfonucleares na analise histopatolégica e morfométrica (Figura 9 e
Tabelas 4 e 5). No quinto dia de lesdo, entretanto, o valor da elastancia estatica ja
retornava a valores semelhantes ao do grupo controle, ou seja, uma tendéncia a
reducdo no percentual de alvéolos colapsados e um maior nimero de alvéolos
normais (Figura 5). Cumpre ressaltar que a elastancia é o inverso da complacéncia.
As medidas da complacéncia estatica do sistema respiratorio refletem melhor as
mudangas que ocorrem no parénquima pulmonar, pois refletem as variagbes
ocorridas na pressao elastica do sistema respiratério, enquanto que a complacéncia
dindmica € uma medida mais geral da mecanica respiratéria, pois abrange as

variacdes de pressdes elasticas, viscoelasticos e ndo homogéneos, porém possui
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uma contaminacdo dos componentes resistivos, e ndao nos informa qual dos
componentes do sistema se encontra alterado. Por esse motivo, calculou-se AE, que
torna possivel discriminar os componentes elasticos e viscoelasticos.

O componente viscoelastico (AP2) aumentou significativamente em relacao
ao grupo controle em 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a instilacdo de ROFA (68,3% em
24 h, 70,4% em 48 h, 55,7% em 72 h e 67,2% em 96 h) (Figura 7). Essa elevacéo
poderia ser atribuida ao aumento do colapso alveolar, espessamento dos septos
alveolares e maior aporte de células inflamatorias ao tecido pulmonar, acarretando
inomogeneidade pulmonar (Figura 9 e Tabelas 4 e 5).

A analise da morfometria dos grupos submetidos a instilagdo de ROFA
demonstrou, ainda, um percentual elevado da fracdo de area de colapso em ROFA
24 (803,4 %) permanecendo superior até 96 horas (810,3 %), e retornando a valores
préximos ao do grupo controle no quinto dia (Tabela 5).

A atelectasia pulmonar sabidamente afeta os valores de elastancia, pois é
necessaria maior pressao para a manutencdo de um mesmo volume corrente. Além
do mais, nos casos em que ha aumento das desigualdades de constantes de tempo,
o “pendelluft” pode exercer uma influéncia maior na dissipacdo da pressdo pelo
componente viscoelastico do pulméo. Essa correlacdo entre colapso alveolar e
alteracdes dos parametros viscoelasticos foi bem definida por Bates e colaboradores
(Bates e cols., 1988) ao realizarem a medida da pressao alveolar em cédes com torax
aberto, bem como em outros modelos experimentais (Contador e cols., 2003; Faffe e
cols., 2000).

O aumento de AP1 (Figura 3) reflete elevacdo da resisténcia das vias aéreas
(Bates e cols., 1988b; Saldiva e cols., 1992) e surgiu ja nas primeiras 6 horas

(186,3%) no grupo ROFA, mantendo-se alterado até 96 horas (67,2%) em relacao
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ao grupo C. Os alvéolos, vasos e vias aéreas estdo unidos pelo tecido conjuntivo,
determinando desse modo a interdependéncia pulmonar. O espessamento do
intersticio pelo excessivo influxo de PMNs comprimiria a via aérea, reduzindo o
calibre da mesma e dificultando a ventilacdo. Varios fatores podem levar ao aumento
da resisténcia de via aéreas, entre eles: processo inflamatorio intersticial e
perivascular, resisténcia tecidual aumentada por inflamacéo, e alveolite pulmonar
focal (Kodavanti e cols., 1997; Medeiros Jr e cols., 2004; Nurkiewicz e cols., 2006).
Esse aumento significativo, tanto em AP1 como em AP2, levou a um aumento de
APtot.

Observou-se, também, na analise morfométrica um aumento significativo da
celularidade do parénquima pulmonar dos camundongos 24 horas ap0s a exposicao
a ROFA em relacdo ao controle, mantendo-se elevada até 96 horas (2,9 % em C,
26,2% em 24h, 23,4% em 48 h, 23,6% em 72 h e 26,4% em 96 h) (Tabela 4). Essa
elevacdo deveu-se ao maior afluxo de polimorfonucleares. Esse comportamento
assemelha-se ao relatado por Dreher e colaboradores em experimento utilizando
ROFA instilada intratraquealmente em ratos saudaveis, quando obtiveram aumento
do namero de neutrdéfilos, macréfagos e eosinofilos no pulméo (Dreher e cols.,1997).

A analise ultraestrutural do parénquima pulmonar analisada 24 horas ap6s
instilacdo de ROFA evidenciou maior quantidade de neutrofilos aderidos e lesdo
endotelial com tumefagdo e vacuolizacdo (Figura 10 e 11). A lesdo inflamatoria
pulmonar obtida em nosso modelo caracterizou-se pelo aumento do nimero total de
polimorfonucleares, regibes de colapso alveolar e lesdo endotelial. Esse
comportamento esta de acordo com o observado por Kodavanti e colaboradores
(Kodavanti e cols., 1997), que demonstraram lesdo pulmonar aguda caracterizada

por inflamacado, espessamento da parede alveolar e edema 3 horas apos instilacao
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intratraqueal de ROFA, evoluindo para maior grau de lesdo em 24 horas, sendo ela
ainda evidente em 96 horas.

Neste estudo foi analisada a celularidade no fluido do lavado
broncoalveolar (Figura 12) e no sangue (Figura 13). O lavado broncoalveolar nao foi
sensivel o suficiente para detectar mudancas inflamatorias apds a instilacéo
intranasal. Este achado esta de acordo com Medeiros Jr. e colaboradores (Medeiros
Jr e cols., 2004) que nao observaram diferenca significativa no lavado entre o grupo
controle e 24 horas ap6s instilacao intranasal de ROFA. Contrariamente, Gavett e
colaboradores (Gavett e cols. 1999), em seu estudo em camundongos apos
instilacdo intratraqueal de ROFA, observaram alteracdes inflamatérias no lavado
broncoalveolar, porém nesse trabalho foram usadas doses maiores do que as
utilizadas em nosso estudo.

Analisando a celularidade no sangue, observamos aumento significativo no
namero de neutrdfilos 24 e 48 horas apoOs a instilagdo intranasal de ROFA em
relacdo ao grupo controle. Estes achados nos levam a observar que, uma vez
presentes com maior intensidade na circulacdo sistémica 24 e 48 horas apos a
inducéo da leséo, essas células tendem a migrar para os sitios de leséo, neste caso
especifico, para o pulméo, mostrando que a aumento da celularidade no parénquima
pulmonar foi mais acentuada também nesses dois tempos. As mudancas sistémicas
no sangue estdo provavelmente seguindo reac¢fes inflamatorias de um ou mais
orgdos devido extravasamente de neutrofilos ou de outras respostas imunes. Gordon
e colaboradores observaram que a inalagdo de particulas ambientais concentradas
(CAP) em ratos causou um aumento agudo de neutrdéfilos circulante e diminuicéo de

linfécitos (Gordon e cols., 1998). Da mesma maneira, Kodavanti e colaboradores
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demonstraram aumento de neutréfilos no sangue de ratos hipertensos exposto a
ROFA (Kodavanti e cols., 2002).

Este foi o primeiro estudo a analisar o comportamento temporal histologico,
funcional e morfométrico em um modelo de poluicdo atmosférica induzida por ROFA.
Em geral, a piora evidenciada pelas variaveis medidas ocorreu precocemente,
retornando o sistema aos valores normais no quinto dia pés-agresséo. Estes dados
podem ser de grande importancia devido ao fato de que neste trabalho foi utilizada
dose inferior aos niveis recomendados pelos 6rgdos competentes, apontando para
um possivel risco de desenvolvimento das alteracbes pulmonares aqui relatadas
pela populacédo saudavel exposta diariamente a niveis semelhantes, ou maiores, de

poluentes no ar inspirado.
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VI — CONCLUSOES

- O presente estudo foi pioneiro em detalhar temporalmente alteracdes funcionais e
ultraestruturais do parénquima pulmonar em um modelo de poluicdo atmosférica
induzida por ROFA. A instilacdo intranasal de ROFA acarretou alteracdo precoce do
componente viscoso do pulméo (6 horas), enquanto as alteracdes do componente
viscoelastico e/ou inomogéneo e elastico do pulm&o ocorreram no periodo de 24
horas em camundongos BALB/c. No quinto dias ndo foram observadas alteracbes
em todos os parametros.

- Os achados de microscopia Optica e eletronica de parénquima pulmonar, explicam
as alteracbes da mecanica pulmonar, isto €, areas de colapso alveolar,
espessamento do epitélio alveolar, aumento da celularidade e leséo endotelial.

- As concentracbes de alguns dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
encontrados na nossa amostra sao consideradas de potencial risco carcinogénico,
segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC).

- Foram encontrados varios tipos de metais na amostra de ROFA, sendo o ferro o
mais abundante, um importante metal envolvido na geracéo de radicais livres.

- Constatou-se mobilizacdo de células inflamatorias no sangue, observando-se
aumento do numero de neutrofilos em 24 horas, que perdurou até 48 horas apos a
inducdo da lesdo. Ja no fluido do lavado broncoalveolar ndo houve alteracao
significativa entre os grupos, provavelmente devido a dose utilizada em nosso

estudo.
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