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Resumo

Coelho, CD. Analise dos contaminantes biologicos presentes no material
particulado (PM,5) de amostras da regido metropolitana de Sdo Paulo. [tese].
S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2009, 126p

INTRODUCAO: A poluicéo do ar traz diversos efeitos a salde e, em particular,
o material particulado menor do que 2,5 um (PM,s), esta associado ao aumento
das taxas de morbidade e mortalidade devido a doencas cardiorespiratérias. A
maioria dos estudos foca apenas na composi¢ao quimica do material, porém os
componentes do bioaerossol podem ser responsaveis por aproximadamente
22% da massa total. OBJETIVOS: Nesse estudo, objetivamos determinar a
contribuicdo relativa de fungos e endotoxinas (constituinte da parede celular de
bactérias gram-negativas) no PM,s e verificar possiveis efeitos inflamatorios
locais devido & exposicéo a fungos e PM, s em ratos. METODOS: O estudo foi
dividido em trés partes: 1) comparacao de metodologias de coleta de fungos em
amostradores de ar de curta e longa duracgédo realizada em ambiente externo e
em ambiente de concentrador de particulas ambientais em Boston, MA. 2)
Coleta de 4 tipos de filtros a partir de amostrador de ar de PM, 5 utilizados para
analise separadamente de fungos, quantificacdo de endotoxinas, andlise de
elementos quimicos e extracdo para instilacdo em ratos em Sao Paulo. Dados
meteorologicos também foram coletados. 3) Instilacdo intratraqueal de PM,s e
fungos originarios da atmosfera de Sdo Paulo em ratos machos Wistar divididos
em 3 grupos: A (administracdo de 6,3x10° esporos/pg de PM.s), B (18x10?
esporos/ug de PM,s) e C (controle — instilacdo a partir de extracao de filtro
branco). O sacrificio foi feito apds 24 horas da exposicéo, depois da retirada do
lavado broncoalveolar para contagem total e diferencial de leucdcitos, além de
guantificagao de citocinas de respostas Tyl e Th2. RESULTADOS: O estudo de
comparagdo de metodologias mostrou que, entre os amostradores de ar de
curta duracao, Personal Burkard recuperou maior diversidade e concentracao
do que Andersen (p<0,05). Entre os amostradores de longa duracao, Recording
Burkard mostrou-se o melhor em termos de diversidade e concentracdo de
esporos do que filtros MCE (p<0,05). Também observamos que os fungos
representaram relevante por¢cdo do PM, s, chegando a concentragdes de 2159
esporos/ug em ambiente de Concentrador de Particulas alocado em Boston,
MA. A segunda parte do estudo mostrou novamente que os fungos representam
porcéo relevante do PM, s alcancando valores médios de até 1345 esporos/jg
de PM,s a partir de coletas da atmosfera de Sdo Paulo. Da mesma forma,
endotoxinas foram obtidas em concentragcbes médias de 5,52 EU/ug de PM; .
Os modelos de regressao linear multipla mostraram que a contagem total de
fungos, de basidiosporos hialinos e de Cladosporium sp foi correlacionada
positivamente com a presenca do fator Ba/Ca/Fe/Zn/K/Si no PM; s (p<0,05). Os
géneros Penicillium/Aspergillus foram correlacionados positivamente a
concentracdo de material particulado na atmosfera (p<0,05). Os ascosporos
sem pigmentacao foram correlacionados positivamente a umidade (p<0,05). As
endotoxinas foram correlacionadas apenas a temperatura atmosférica (p<0,05).



O modelo de instilacdo em animais mostrou que a administracédo de 6,3x10°
esporos/ug de PM; 5 foi responsavel por um aumento na concentracao de TNF
e IFN no lavado broncoalveolar (p<0,05). N&o foi observado o mesmo efeito
quando a concentracdo de esporos foi de 18x10% esporos/ig de PM,s. N&o
foram observadas diferengas sgnificativas contagem total e diferencial de
leucécitos. CONCLUSOES: Fungos e endotoxinas sdo responsaveis por fracdo
relevante do PM,s. Esses contaminantes bioldgicos podem estar associados
ndo apenas a fatores meteoroldgicos, mas também a elementos quimicos
presentes no Material Particulado, especialmente a elementos sinalizadores de
trdfego de veiculos e ressuspensdo da crosta. Exposicdes a diferentes
concentracdes de fungos associados ao PM;s em ratos ndo sensibilizados
podem levar a diferengas em respostas inflamatérias agudas, porém os
mecanismos responsaveis por tais resultados devem ser objeto de estudos
futuros.

Descritores : Poluicdo do ar, fungos, endotoxina, material particulado,
inflamacao, interleucinas.



Summary

Coelho, CD. Analysis of biological contaminants in Particulate Matter (PM,s) of
Sao Paulo. [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2009, 125p”

INTRODUCTION: It is well known that air pollution is associated with health
effects, particularly, particulate matter (PM) is correlated with increment in
morbity and mortality by cardiorespiratory diseases. A lot of studies have
focused on chemical characterization of PM, although components of
bioaerosols may comprise nearly 22% of the total mass. OBJECTIVES: The
aims of this study were to determine the relative contribution of fungi and
endotoxin (component of cell wall in gram-negative bacteria) in PM;5 and verify
acute local inflammatory response due to fungi and PM,s exposure in rats.
METHODS: The study was divided in 3 parts: 1) Comparison among short and
long term samplers located outdoor and in Ambient Particle Concentrator
located in Boston, MA. 2) Sampling of 4 different filters types analyzed for fungi,
endotoxin, chemical composition and extraction for instillation experiments in
Sao Paulo. Meteorological data were also collected. 3) Intratracheal instillation
of PM, s and fungi in male Wistar rats, divided in 3 groups: A (administration of
6.3x10% spores/ug of PM,s), B (administration of 18x10? spores/pg of PM,s) and
C (control — blank filter). The animals were sacrificed 24 hours after exposure to
collect bronchoalveolar lavage. Total and differential counts of leukocytes as
Tyl and Ty2 cytokines quantification were assessed. RESULTS: Sampling
techniques comparisons showed that, the short term sampler Personal Burkard
was able to collect more diversity and concentration of spores than Andersen
sampler (p<0.05). The long term sampler Recording Burkard was also able to
collect more diversity and concentration of spores than MCE filters (p<0.05). We
also observed that fungi contribution to PM, s was relevant, representing up to
2159 spores/ug of PM,s in Ambient Particle Concentrator located in Boston,
MA. The second part of the study demonstrated again that fungi represent a
relevant portion of PM, s, reaching average values of 1,345 spores/ug of PM, s in
Sao Paulo atmosphere. Also, endotoxin concentrations reached averages
values of 5.52 EU/ug of PM,s. Multiple linear regression models showed that
total fungi counts, hyaline basidiospores and Cladosporium sp were correlated
with factor Ba/Ca/Fe/Zn/K/Si (p<0.05). The genera Penicillium/Aspergillus were
correlated with PM, s mass (p<0.05). Colorless ascospores were correlated with
relative humidity (p<0.05). Endotoxin was correlated only with temperature
(p<0.05). Instilattion results showed that administration of 6.3x10? spores/ug of
PM. s was responsible for an increase in TNF and IFN in bronchoalveolar lavage
(p<0.05). The same pattern wasn't observed when 18x10? spores/pg of PM,s
was administered. No significant differences were observed leucocytes total and
differential counts. CONCLUSIONS: Fungi and endotoxin represent a relevant
fraction of PM_s. These biological contaminants can be associated not only with
meteorological parameters, but with elementary composition, especially
elements of traffic and crustal ressuspension. Acute exposure of non sensitized



rats to different concentrations of fungi associated to PM s might trigger different
inflammatory responses, although the specific mechanisms remain unknown
and further research is needed.

Descriptors : Air pollution, fungi, endotoxins, particulate matter, inflammation,
interleukins.



Introducéo

- Poluicdo atmosférica e material particulado

A “poluicdo” é o acumulo de residuos no meio ambiente, podendo acarretar
em danos a saude. Podemos considerar que a interferéncia do homem na
poluicdo atmosférica foi iniciada ha 800 mil anos antes de Cristo, a partir da
descoberta do fogo (1). No entanto, as mudangas mais drasticas observadas no
ambiente comecgaram a partir da Revolucédo Industrial iniciada na segunda
metade do século XVIII, sendo que os primeiros estudos que correlacionaram
aumento de poluicdo a mortalidade sédo datados do século XX.

O episbdio londrino de 1952 € a referéncia mais classica nessa area de
estudo devido ao “fog” originado pela inversao térmica ter ocasionado um
aumento no nivel de material particulado e enxofre resultando em um
incremento de 4000 no numero de mortes. No entanto, o primeiro relato
publicado ocorreu em 1931 na Bélgica em uma area fortemente ocupada por
industrias. A auséncia de ventos também originou um “fog” em dezembro de
1930 e posterior 6bito de mais de 60 pessoas. Além dos relatos de aumento
dos sintomas respiratorios, o estudo de 10 necropsias mostrou alteracfes no
sistema respiratorio (2).

A partir principalmente desses e outros episodios de similar magnitude,
houve uma movimentacdo por parte de paises americanos e europeus com a
finalidade de reduzir emissGes de poluentes e estabelecer limites maximos de
exposicdo. Algumas tentativas de estabelecer padrbes foram introduzidas
desde a década de 60, porém somente com a criacdo da agéncia de protecéo
ambiental americana (EPA) na década de 70 e a publicagdo do “Clean Air Act”
em 1990, houve um controle mais efetivo sobre os padrées de qualidade do ar.
Entre outros poluentes, o documento definiu niveis maximos de exposi¢cdo ao
material particulado com didmetro menor do que 2,5 micrébmetros (PM,s) e

didmetro menor do que 10 micrometros (PMip). No que se refere ao PMys,



objeto do presente estudo, foram definidos padrdes maximos diarios de
exposicdo de 35ug/m® e valores anuais medianos de 15pg/m? (3).

No Brasil, medidas de reducdo de emissdo de material particulado e
outros poluentes vém sendo implementadas desde a década de 70 pela
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) com
programas como “Operacdo Inverno” de 1976 (em que foram implementadas
medidas preventivas e corretivas de reducdo da emissdo de poluentes
primarios — emitidos diretamente pela fonte), Programa de Controle da Poluicdo
do Ar por Veiculos Automotores (PROCONVE) de 1986 (em que ficaram
estabelecidos padrdes maximos de emissao de poluentes por veiculos novos,
gue passaram a otimizar a queima de combustivel e adicionar alcool a
gasolina), “Operacado Rodizio” (que atualmente é realizada no ano todo) e, mais
recentemente, o projeto “Respira Sao Paulo” divulgado em 2007 pela Secretaria
de Saude, em que ficaram estabelecidas, entre outras medidas, orientacdes
para manutencdo de motores e fiscalizagdo mais efetiva da emisséo de fumaca
preta em rodovias do estado de Séao Paulo (4). Em 2008, foi regulamentado
pelo Decreto 50232, o programa I/M no municipio de S&o Paulo, onde ficou
estabelecida a inspecdo veicular, incluindo veiculos movidos a diesel e a
gasolina registrados no municipio (5).

Em termos nacionais, ndo existe um limite maximo para exposi¢cao ao PM s,
apenas para PMi, com padrdes diarios de 150pg/m® e média anual de
50pg/m?. Doses diarias que variam de 0 a 50 pg/m® sdo enquadradas em niveis
bons, >50 a 150 pg/m® em niveis regulares, >150 a <250pg/m° sé&o
considerados como qualidade inadequada, =250 a <420pg/m°, como ma
qualidade e 2420 pg/m® como péssima (4). A figura 1 mostra os padrdes
encontrados até 2007:
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Figura 1. Distribuicdo percentual da qualidade do ar na Regido Metropolitana
de S&o Paulo. Fonte: CETESB, 2008

Material particulado e efeitos na saude

O material particulado apresenta-se como uma mistura complexa de
poluentes constituidos de fumacas, poeiras e todo tipo de material sélido e
liquido que se encontra em suspenséo na atmosfera. Na regido metropolitana
de Sé&o Paulo, acredita-se que em torno de 40% do material particulado seja
emitido por veiculos automotores, especialmente veiculos a diesel e 25% séao
provenientes da ressuspensdo da poeira (4). Incineradores e termoelétricas
também sdo responsaveis por parte da emisséo (6).

As principais fracdes estudadas sédo as finas ou PM;s5, PM;5.10 (didmetro
entre 2.5um and 10pum) e PMyo (inclui todos os diametros até 10um). Estudos
envolvendo diferentes tamanhos de particulas sdo importantes devido a
infiltracAo em regides distintas do pulm&o. PM;, atinge regides do trato

respiratorio superior, enquanto PM, s € capaz de atingir regides alveolares (7).



Além disso, dependendo do didmetro, as particulas apresentam variagdo na
composicao, sendo PMjy principalmente gerado por processos mecanicos e
PM, s, por fontes de combustéo (8).

Existe uma correlacdo positiva entre exposi¢cdes agudas (9) e crbnicas (10-
12) ao material particulado atmosférico e risco de efeitos na salude como
remodelamento (11) e inflamacdo das vias aéreas (13, 14), exacerbacdo da
asma (9, 15, 16), possiveis alteracfes no sistema reprodutor (17), aumento de
doencas cardiopulmonares e morte por cancer, sendo os Ultimos dois fatores
associados principalmente ao PM, 5 (10, 12, 18-21). Um incremento de apenas
10 pg/m® de PM,5 j& foi associado a um aumento de 8% a 18% no risco de
mortalidade por doencas cardiopulmonares (22). Um estudo mais recente do
mesmo grupo de pesquisa realizou uma estimativa anual e demonstrou que
uma reducdo de 10 pg/m® de PM,s em dois periodos de estudo seria
responsavel por um aumento da expectativa de vida em torno de 0,61 anos,
sendo este valor uma média entre cidades avaliadas nos Estados Unidos (23).

Além dos esforcos para determinagdo dos valores maximos aceitaveis de
exposicao, existem estudos focados nas susceptibilidades individuais e
composicao elementar (8). Diferencas na composicdo quimica podem alterar
resposta inflamatoria in vitro (24, 25) e padrées de mortalidade (26, 27). Dessa
forma, apesar de ter-se notado uma reducdo da concentracdo do material
particulado na regido metropolitana de S&o Paulo nos ultimos anos (figura 1)
em niveis considerados aceitaveis em mais de metade dos casos, estudos
nacionais recentes ainda mostram que a poluicdo é responsavel por efeitos
adversos.

Modelos animais com exposi¢des prolongadas de ratos de 6 dias alocados
em camaras de exposicdo a poluicdo atmosférica de Sado Paulo mostraram
aumento de secrecdo do muco acido nas regides proximal e medial da cavidade
nasal, apesar das medicdes de PM,s em média terem sido 46,49 ug/m* e de

NO, e “black carbon” serem consideradas dentro do padréo aceitavel (28). Além



disso, ratos expostos cronicamente as camaras apresentaram aumento da
espessura da parede das artérias das circulages coronaria e pulmonar (29).

Experimentos anteriores realizados nas mesmas camaras mostraram
alteracdes no sistema reprodutor de fémeas de 10 dias de idade, mantidas por
4 meses em exposicdo (30). Também foram demonstradas alteracdes no
sistema reprodutor de machos expostos nas camaras, com diminuicdo de
contagem de células germinativas e concentragdo do esperma, sendo também
observada uma diminuigdo no nascimento de machos (31).

Além de modelos animais, estudos observacionais também demonstram
efeitos adversos. Em um deles, verificou-se associacdo entre os niveis de
material particulado e o aumento em 5% nas internacbes por infarto do
miocardio em individuos acima de 64 anos (32). Resultados semelhantes,
dependentes do sexo foram encontrados por Martins et al., 2006 (33).

Dessa forma, os efeitos da poluicdo ainda sdo observaveis apesar das
politicas publicas de contencdo de poluentes, sendo que se estima perda e
comprometimento de mais de 28.000 vidas devido aos seus efeitos e séo
gastos mais de 3 milhdes de ddlares com saude devido a doengas causadas
pela poluicdo somente na regido de S&ao Paulo (34).

- PM 2,5 e composicao quimica

Vérios estudos que objetivam caracterizar a composi¢cao quimica do material
particulado em diferentes cidades e suas correlagbes com impactos na saude
(26, 35-44).

Variaveis como fonte, localizagcdo geografica e fatores meteorolégicos séao
importantes determinantes da composicao relativa do material particulado. Um
estudo realizado a partir de coletas de material particulado em diferentes
cidades brasileiras ilustra de forma interessante essa tematica. Foram coletados
materiais a partir da atmosfera de Sdo Paulo (Capital), Cubatdo e Araraquara.

Ovos recéem fecundados de Gallus domesticus foram expostos a diferentes



concentracdes e o0s resultados mostraram que, dada uma mesma
concentracao, a taxa de mortalidade e baixo peso ao nascer foram maiores nos
embrides expostos ao material particulado de Cubatdo, conhecida por ser um
pélo petroquimico. Alguns elementos quimicos, como o Uranio (que
sabidamente origina efeitos deletérios no embrido) foram encontrados apenas
nas amostras originarias dessa cidade (45). Outro estudo que coletou amostras
apenas na Regido Metropolitana da cidade de S&o Paulo demonstrou o efeito
da composicdo na alteragdo de sistemas bioldgicos. PM, s foi coletado em dia
de greve de 0Onibus e apos, demonstrando diferencas na constituicdo de
elementos traco entre os dias. Tradescantia pallida foi exposta a concentracdes
determinadas de material particulado e mostrou-se uma reducdo do potencial
mutagénico no dia de greve (46).

E possivel identificar os principais componentes quimicos do material
particulado associados a impactos na saude como carbono organico e
elementar e metais de transicao/metais.

Carbonos orgéanicos e/ou elementares sao produtos da combustdo e s&o
associados e alteragcbes no diametro arterial, estresse oxidativo e variabilidade
na taxa cardiaca. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo responsaveis por
possivel participacdo em processsos mutagénicos e anormalidades
cromossomicas, também possuindo importancia indireta no estresse oxidativo
(47).

Como metais estdo envolvidos em reacdes de redox, eles sdo indutores de
radicais livres responsaveis pela maioria do estresse oxidativo observado nos
pulmdes e coracdo. Aléem disso, podem ser responsaveis por hiperreatividade
das vias aéreas, inflamagfes e necrose nos pulmdes, sendo o tipo de metal
importante no processo (47). Por exemplo, o Vanadio ja foi descrito como
importante indutor de reacdes inflamatérias nos pulmdes (24, 48) e o Zinco,
como indutor de injarias nos pulmdes e de alteracdes hematoldgicas (48).
Outros estudos ainda acrescentam os fatores niquel/vanadio e aluminio/silica a

efeitos inflamatérios, principalmente aumento de neutréfilos no lavado



broncoalveolar de cées expostos a PM,s concentrado (49). O fator
Cr/Al/Si/Ti/Fe/Cu ja foi correlacionado a um aumento da liberagéo de IL-6 e IL-8,
sendo que Fe e Si foram correlacionado a liberagdo de IL-6 e Cr a liberacdo de
IL-8 (38).

Apesar de ndo considerado um metal, o Bromo também j& foi descrito como
indutor de respostas inflamatorias, com aumento dos niveis de neutréfilos no
lavado broncoalveolar e paredes de pulmdes de ratos normais e com bronquite
cronica expostos a PM; s concentrado (24) e,em lavado broncoalveolar de céaes,
guando considerado em conjunto com chumbo (49).

Dessa forma, € recente na literatura a preocupacao com a identificacdo da
composi¢ao quimica.

A partir de medidas de composi¢cdo do material também € possivel realizar
inferéncias a respeito de possiveis fontes de emisséo. Fuga et al (50), em 2008,
realizaram um estudo de biomonitoramento a partir de liguens e encontraram
variagdes na composi¢do quimica de elementos tracos acumulados dependente
da localizacdo da amostragem (sendo a regido metropolitana de Sao Paulo
comparada a regiées menos poluidas). Liquens coletados em regides menos
poluidas apresentaram menor concentracdo de As, Co, Cr, Fe, La, Mo, Na, Sb,
Sc, U e Zn. Altas concentracdes de Ba foram encontradas em regido de polo
petroquimico e alta concentracbes de Mn também foram ligadas a emissdes
industriais. O Br e Zn foram correlacionados ndo somente as industrias, mas
também ao trafego intenso de veiculos e o Co foi associado especificamente a
industrias metallrgicas. Apesar de nao ter sido estabelecida uma relacdo
causal, associagOes significativas entre mortalidade em adultos acima de 45
anos por doencas cardiopulmonares e Co, Fe, Mn e Na foram encontradas. De
forma geral, Mn, Cu, Zn, V, Ni e Br séo considerados produtos de combustéo de
fontes antropogénicas, (V e Ni especificos de combustdo de 0leos) e outros
elementos, como o Si, Ca, Mg e Al, s&o considerados ressuspenséo da crosta
(44, 51, 52). Os elementos de ressuspensao podem estar relacionados a baixa

umidade e alta temperatura (44).



- Concentrador de particulas

A toxicidade do material particulado e efeitos de sinergia podem ser
estudados atraves da concentracdo do material e identificacdo de componentes
guimicos e biologicos associados.

O Concentrador ambiental idealizado a principio em Harvard representa
uma boa forma de conduc¢éo desse tipo de experimento, dado que é capaz de
concentrar particulas ambientais (PMs) em aproximadamente 30 vezes (53) e
permite a realizacdo de estudos controlados.

Clarke et al (49), em 2000, realizaram experimentos com céaes e
observaram uma maior varibilidade na resposta biolégica quando os animais
eram expostos ao PM, s concentrado (CAPs) a partir da atmosfera de Boston.
Os aumentos da porcentagem de neutrofilos do lavado broncoalveolar, da
contagem de células sanguineas perféricas, neutrdéfilos e linfécitos circulantes
foram associados ao fator aluminio/silica. O aumento de neutrdfilos circulantes
e macrofagos no lavado foram associados ao fator vanadio/niquel. A diminuicdo
de células vermellhas e niveis de hemoglobina foram associados ao fator
enxofre. Um estudo conduzido em Detroit demonstrou a maior retencao de
elementos quimicos provenientes da combustdo (lantanio, vanadio, enxofre e
manganés) em ratos previamente expostos a ovalbumina, quando comparados
ao grupo controle. Além disso, eosinofilos e proteinas foram encontrados no
lavado apenas de ratos alérgicos (54). Outro estudo realizado pelo mesmo
grupo observou efeitos similares em ratos previamente sensibilizados por
ovalbumina, mas ndo encontrou diferencas em ratos previamente sensibilizados
por endotoxina (55).

Estudos utilizando voluntarios mostraram resultados mais conflitantes.
Em um deles, foram selecionados adultos asméticos e n&o-asmaticos e o0s
resultados de testes cardiovasculares mostraram variagbes, porém nao

singnificativamente diferentes entre os grupos (56). Mais tarde, o mesmo grupo



selecionou idosos saudaveis e com doenca pulmonar obstrutiva crénica.
Surpreendentemente, os efeitos cardiovasculares foram maiores no grupo de
individuos saudaveis. A pequena amostra (13 individuos com DPOC e 6 no
grupo controle) pode explicar em parte os resultados (57)

Até o momento, apenas um estudo caracterizou a concentracdo de
endotoxinas associadas ao CAPs (sendo os resultados apresentados em maior
detalhe no item "Endotoxina associada ao material particulado urbano e a

particulas ambientais concentradas”) e nenhum caracterizou fungos.

- Componentes bioldgicos

Os estudos de analise de composicdo da fracdo bioldgica do material
particulado sdo raros, porém com elevado grau de importancia recente. I1Sso
porque o material microbiolégico pode ser carregado pelo material particulado,
tendo suas propriedades aerodinamicas e antigénicas modificadas, habilitando
a penetracdo em regides alternativas do pulméao (58-60). Esse tépico assume
extrema importancia dado que particulas de origem bioldégica podem
corresponder de 22% a 30% do particulado total (61, 62) e 5 a 10% do material
ressuspenso (60).

Estimativas mostram que fragmentos de plantas e componentes
microbiolégicos podem corresponder a 56x10*? grama na emisséo global de
PM_s por ano (63) e que existe uma tendéncia de aumento da concentragao
dos componentes biolégicos com 0 aumento da emissao de material particulado
(64). J& foi demonstrado inclusive que alérgenos de pdlen podem ser
adsorvidos no PM;s (59), apesar da sua maior importancia em estudos que
envolvem PMjy, incluindo pesquisas de efeito de sinergia entre polen e material
paticulado na hospitalizacéo de criangas por asma (65).

Apesar da importancia reconhecida do topico, existem poucos estudos
em que é feita a caracterizacdo dos componentes biologicos na area (66, 67) e

futuras pesquisas sdo necessarias.



Endotoxina e resposta inflamatdéria

Endotoxina € um constituinte da parede celular externa de bactérias gram-
negativas (figura 2) sendo um potente agente indutor de sintomas e respostas
inflamatorias nas vias respiratérias (68-70). E comum que a denominacg&o
lipopolissacarideos (LPS) seja encontrada na literatura, porém algumas
diferencas podem ser apontadas. LPS € constituido de lipidio A,
oligossacarideo e antigeno — O. A endotoxina corresponde ao material de
ocorréncia natural constituido de LPS e outros componentes celulares (70), com

atividade bioldgica associada a regido do lipideo A (71-73).
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Figura 2. Endotoxina - um potente agente inflamatorio presente na parede

celular de bactérias gram-negativas. Fonte: Liu, 2002

Ao contrario dos estudos referentes ao material particulado, a maioria dos
estudos envolvendo endotoxinas vém sendo conduzidos em ambientes internos

e por tal motivo, serdo abordados nessa secao.
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Dependendo da dose inalada, a endotoxina pode ser responsavel por
injurias agudas no pulmdo em modelos murinicos (74), sintomas como irritagdo
das vias respiratorias, alteracdes na respiracdo, febre (75), tosse, espirros (76)
e obstrugdo progressiva das vias aéreas (77). E hipotetizado que exposi¢do a
endotoxina resulte em exacerbacéo da asma (78, 79).

N&o é determinada de forma enfética a dose responséavel pela respostas
imunolégicas do tipo Tyl or Ty2 (80, 81), porém fatores genéticos (82) e
ambientais possam auxiliar na resposta a essa questdo. Alguns estudos
sugerem que baixas doses induzem respostas do tipo Ty2 (83, 84), envolvendo
a liberacdo de eosindfilos, interleucinas como IL-5 e IL-13, via de sinalizagédo
TLR4 (83), decréscimo de liberacdo de intérferon (IFN-y) e aumento da funcéo
fagocitaria (84). Porém, altas doses vém sendo relacionadas a inducdo de
respostas Tyl com aumento de IFN y e IL-12 (83).

Estudos envolvendo atopia e asma em criangas encontraram aumento de
problemas respiratérios, incluindo falta de ar em criancas de risco (85-87) e
sintomas clinicos em asmaticos (88), porém existe uma discussao da possivel
caracteristica transitoria desses efeitos (87). A acdo protetora da endotoxina
suprimindo a via T2 é controversa e vém sendo revisada na literatura (89-91).

Os niveis de endotoxina variam amplamente em ambientes internos e
externos sendo que altas temperaturas, numeros de pessoas na residéncia e
presenca de animais sdo fatores importantes em ambientes internos e

sazonalidade, em ambientes externos (92-94).

Endotoxina associada ao material particulado urbano e a particulas ambientais

concentradas.

Como o material particulado e endotoxina isoladamente sdo capazes de
induzir uma ampla gama de respostas inflamatdrias, estudos recentes focaram
na caracterizacdo dos niveis de endotoxina associados ao PM;s e PMjg

correlacionando com efeitos sinérgicos. Carty et al (95), em 2003, analisaram a
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concentracdo de endotoxina associada ao PM,s em ambiente externo de
Monique, Alemanha e constataram que altos niveis eram correlacionados a
altas temperaturas e decréscimo da umidade relativa. Aparentemente, o
contetdo de endotoxina associado ao PM é mais elevado em estacfes mais
guentes e ao PMj, quando comparado ao PM;s (69, 96-99), sendo a
concentracdo no PMyp até dez vezes maior do que nas fracdes finas (100). No
entanto, estudos com resultados contrarios também podem ser encontrados na
literatura (101).

A regido geografica também é area de interesse nesse campo de estudo.
Amostras do Sudeste da Califérnia mostraram que regibes agricolas
apresentavam as menores concentracdes de PM;o (em média 20ug/m?), porém
concentracdes médias de endotoxina (em média 18,9 EU/mg de PM). Em areas
montanhosas desérticas, apesar do baixo valor do PM; (em média 21,1ug/m?)
o conteudo de endotoxina foi 0 mais elevado (média de 30 EU/mg). Para as
concentracdes maiores de PMjg, 0s niveis de endotoxina tenderam a se
concentrar no terceiro quartil. O material particulado e a endotoxina foram mais
correlacionados no verao (102). Em outro estudo de comparacao entre regides
agricolas e industriais na primavera, o conteudo de endotoxina associado ao
material particulado foi maior nas &reas agricolas, talvez explicado pela
influéncia de fontes de vegetacao (99).

Efeitos sinérgicos também sdo estudados e a maioria dos experimentos
é realizada em cenario de inalacao, instilacdo traqueal ou estimulo direto de
macrofagos utilizando modelos animais. Um resumo dos resultados esté listado
na tabela 1.
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Tabela 1 -

13

Resultados de estudos de efeitos sinérgicos de endotoxina

associada ao material particulado

Estudos sobre endotoxina associada ao material particulado

Autores Resultados

Dybing et al Aumento de resposta de TNFa e IL-6 ao PM nao foi atribuida a
endotoxina.

Huang et al Endotoxina foi responséavel por 36% da producdo de TNF-a apos

exposicdo ao PM, s e 24% apds exposicado ao PMy.

Steerenberg et
al

Conteudo de endotoxina nao foi correlacionado a liberacdo de
imunoglobulinas, citocinas, mudancas histopatolégicas nos
pulmdes e contagem total de células no pulmao.

Osornio- Vargas
et al

A associagao de endotoxina ao PM resultou em aumento da
producéo de TNF-a e IL-6.

Schins et al A maior concentracdo de endotoxina associada ao PM coincidiu
com maior liberacdo de IL-8 e TNF-q..

Imrich et al e Macréfagos sensibilizados por LPS tiveram reposta amplificada

Long et al de liberacdo de TNF-a apds exposi¢cao ao PM.

Ning et al Endotoxina associada ao PM geraram producédo 30 vezes maior
de proteina-2 (MIP-2).

Bonner et al Metais e endotoxinas presentes no PM ativaram a producéo de
IL-1 B e PDGF.

Monn et al e Endotoxina associada ao PM induziu maior producéao de TNF-a,

Becker et al IL-6 e IL-8.

Alexis et al Contaminantes biolégicos associados ao PM aumentaram a
expressdo de TNF-a mRNA, mCD14, CD11b/CR3 e HLA-DR.

Dong et al Endotoxina levou ao aumento da resposta do TNF-a apos
exposi¢cao ao PM.

Becker et al Houve inibicdo da producéo de citocinas em resposta ao PM

devido a adicdo de anti-CD14.

Imrich et al (103), em 1999, constaram que macrofagos sensibilizados

com LPS apresentaram uma resposta amplificada ao TNF-a apds exposicéo a

particulas ambientais concentradas (CAPs) e urbanas.

Outro estudo

demonstrou que endotoxina associada a CAPs geraram quase 30 vezes mais

liberacdo de proteina inflamatdria (MIP-2) quando associada a CAPs do que em

exposicdo Unica a endotoxina (104). Estudos conduzidos em trés regides do

México mostraram que metais e endotoxina juntos eram capazes de induzir a

liberagcédo do fator de crescimento derivado de plaquetas [(PDGF)-que auxilia na

proliferacdo de células do mesénquima] através da ativacdo de IL-1B ou




ativacdo direta (105). Mais tarde, o mesmo grupo encontrou diferencas de
concentragcdes de metais e endotoxina associados ao PMj,. Evidéncias
indiretas poderiam apontar para metais como indutores de efeitos toxicos e
endotoxina como indutora da maioria das respostas inflamatdrias (106) sendo
esses resultados similares aqueles alcancados por Monn et al (107), em 1999.
O papel da endotoxina tornou-se mais claro quando os autores constataram
gue o PMjo do Sudeste induzia as maiores liberacdes de TNF-a e IL-6 e parte
desse efeito era devido a endotoxina, ja que a adicdo de rENP (um inibidor de
endotoxina) levou a reducdo da resposta. Ainda, a concentracdo de
endotoxinas nas amostras referidas foi duas vezes maior do que a encontrada
no Nordeste (97). Em outro estudo, o conteldo de endotoxina encontrado na
fracdo inalavel foi até dez vezes maior nas areas rurais, que também induziram
maior liberacdo de IL-8 e TNF-a apoés instilacdo traqueal em pulmdes de ratos
(99).

Um estudo recente avaliou a resposta imunoldgica de individuos
saudaveis expostos a PMjp inalado (~0.65 mg/individuo) associado a
contaminantes biolégicos. Os resultados mostraram aumento da expressao de
TNF-a mRNA em macroéfagos purificados expostos a PM; 5.0+ (PM associado
ao material bioldgico), porém nédo foi encontrada associacdo apoés inalagdo de
PM,s.10- (PM aquecido para inativagdo dos contaminantes biologicos). Além
disso, a fagocitose por mondcitos foi modificada, com aumento de mCD14
(associado a respostas mediadas por LPS), CD11b/CR3 (associado a defesa
do hospedeiro) e HLA-DR (associado a apresentacdo de antigeno) - (108).
Esses resultados podem ser complementados por Huang et al (69), em 2002,
gue atribuiram a endotoxina 36% da producdo de TNF-a em macrofagos de
camundongos em PM; 5 e 24% (considerando medi¢fes diretas de endotoxinas)
em PMjo. Anteriormente, Dong et al (109), em 1996, mostraram que a utilizagdo
de sulfato de polimixina B (um inativador de endotoxina) foi capaz de inibir
completamente a producdo de citocinas (incluindo TNF-a) por macrofagos

alveolares de ratos ap0s a exposicdo e particulas urbanas. Um dado
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interessante mostrou que ndo foi encontrada endotoxina ou liberacdo de
citocinas apds exposicdo ao diesel. Esses dados sugerem que toda a atividade
de liberagc&do de citocina ocorreu devido a endotoxina associada as particulas
urbanas. Resultados similares com inibigcdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-
a, IL-6 and IL-8) apoOs neutralizacdo completa (107) ou parcial (110) da
endotoxina associada a particulas inalaveis e urbanas foram encontrados.
Outros autores sugerem que ndo apenas LPS, mas também bactérias
gram-positivas e gram-negativas sao responsaveis pela estimulacdo de
macrofagos alveolares expostos ao PM. Apesar de apenas 30% das bactérias
isoladas serem gram-negativas houve uma resposta preferencial ao grupo, que
apresentou papel relevante em baixas concentracdes de particulas. Apenas
guando foram oferecidas altas concentracfes de particulas, houve um namero
suficiente de células gram-positivas capazes de promover resposta de citocinas.
Apenas uma bactéria gram-negativa pode ser necesséaria para ativar 100
macroéfagos, quanto resultando em liberacdo de IL-6 in vitro, mas € necessério 3
vezes mais bactérias gram-positivas para gerar mesmo efeito (111). Mais tarde,
0 mesmo grupo verificou que macrofagos expostos a PM perdiam atividade de
citocinas quando sensibilizados por anticorpos anti-CD14, sugerindo que
endotoxina estava associada a respostas inflamatérias ao PM2s e PMip (112).
Outros estudos que envolveram endotoxina associada a polietileno mostraram
aumento de liberac&o de citocina mediada por macréfagos (IL-18, TNFa and IL-
6) in vitro (113). Também foi demonstrado que a atividade de macrofagos in
vitro € na maior parte mediada por materiais insollveis presente em CAPs,
incluindo endotoxina adsorvida, porém o estado de ativacdo das células
determina a resposta a um componente especifico (103). Esses resultados séo
similares a outros que mostraram maior atividade de LPS quando adsorvida a
particulas em suspensdo ou fracdo insolivel do material do que no
sobranadante de PACs e PMjo (103, 114) com um incremento do 50 vezes na
producdo de IL-6, TNFa, e MCP-1 e fagocitose de macrofagos devido a

endotoxina associada ao material particulado (114).
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Em contraste com esses resultados, um estudo de coleta de PM,s e
PM3io conduzido em cidades européias encontrou significAncia estatistica na
liberagcdo de TNFa e IL-6 por macrofagos alveolares apos sensibilizagdo por
PMio (que também apresentava maior concentragdo de endotoxina associada),
porém esses resultados ndo foram atribuidos a endotoxina, dado que a adicéo
de sulfato de polimixina B ndo levou a alteracdo de liberacdo de citocinas.
Deve-se ressaltar que os autores constataram que altas concentracdes de
endotoxinas coincidiam com alta liberacdo de IL-6, porém néo foi encontrada
proporcionalidade direta. Além disso, ndo foi excluida a possibilidade de efeitos
de interacdo da endotoxina com outros componentes pré-inflamatorios (98).
Esses resultados corroboram parcialmente outro estudo em que endotoxina
associada ao PM,s e PM;; ndo foi correlacionada a liberacdo de
imunoglobulinas (IgE, 1gG1, and 1gG2a), citocinas (IL-4, IL-5, IFN-y, e TNF-a),
mudangas histopatolégicas e contagem total de células nos pulmdes de
camundongos apos sensibilizagdo com ovalbumina (96).

Estudos comparativos realizados em ambientes internos e externos séo
menos frequentes, porém dois podem ser encontrados na literatura. Um estudo
pequeno in vitro conduzido em Boston utilizou amostras pareadas de PM; 5 para
estimular macréfagos alveolares de ratos. Houve aumento da producdo de
TNF-a em ambos os casos, apesar de mais significativa quando as particulas
eram provenientes de ambientes internos. A resposta foi amplificada quando foi
realizada sensibilizacdo dos macréfagos com LPS, sugerindo que condi¢cdes
pro-inflamatorias possam exacerbar os efeitos de exposicdo ao PM,5 (115). Em
outro estudo, houve aumento de producédo de citocinas por mondécitos humanos
guando expostos apenas ao material particulado proveniente de ambiente

externo, com atividade pro-inflamatoria relacionada a endotoxina (107).
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Fungos - caracterizagéo e relacdo com fatores abioticos

Fungos pertencem a um Reino extremamente extenso, sendo atualmente
conhecidas 72.065 espécies de acordo com o “Dictionary of fungi”, 8° edigédo
(116). Apesar dos fungos habitarem quase todos os tipos de ecossistemas,
incluindo mares e lagos, a maioria dos fungos produz esporos ou conidios
(denominacgbes dependentes da fase do ciclo de vida) transportados pelo ar,
sendo entdo denominados anemofilos. Os esporos séo transportados de forma
passiva e podem viajar longas distancias (117). Fungos anemofilos
representam uma relevante por¢do dos componentes biolégicos presentes na
atmosfera e sao fatores de risco, principalmente para alergias e asma (118,
119), sendo mais de 80 géneros envolvidos em tais respostas (120) .

Diferentemente das bactérias, cujo enfoque dos estudos é dado a
endotoxina, fungos apresentam diversos agentes, como glucanos e alérgenos
sendo os Ultimos especificos para cada espécie e geradores de respostas
diferenciadas. Devido a isso, metodologias de identificagdo de esporos e
colonias foram escolhidas nesse estudo e o historico desses microrganismos
sera tratado de forma mais especifica.

Os principais fungos anemofilos pertencem as classes dos Ascomicetos,
Basdiomicetos, ao grupo artificial dos deuteromicetos (ou fungos imperfeitos) e,
em menor importancia, a classe dos Zigomicetos, representados principalmente
por Absidia sp, Rhizopus sp e Mucor sp. Os Mixomicetos (apesar de ndo serem
considerados fungos verdadeiros) serdo também abordados nos resultados.
Esses fungos também sdo conhecidos como gelatinosos, j& que séo
organismos amebodides. Habitam geralmente regides Umidas e cascas de
arvores. A maioria dos estudos envolvendo esses ultimos fungos é encontrada
no ambito agricola, dado que sado celuloliticos e podem levar a uma
deterioracdo de vegetais amplamente utilizados para fins comerciais (121). A
relacdo desses Ultimos com alergia € menos estudada, porém existem relatos

de testes cutaneos positivos para Mixomicetos (122).
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Os ascomicetos ndo sdo o0s mais evidentes na natureza, mas
correspondem ao maior grupo de espécies, sendo que a maioria produz
esporos aerolisaveis, produzidos em grupos de 8 nos asci. Apesar disso, pouco
se sabe sobre os mecanismos de alergenicidade, dado que poucos crescem em
cultura ou em materiais caseiros (117). No entanto, é possivel se inferir que os
alérgenos tenham algum grau de similaridade com dos deuteromicetos, dado
gue pertencem ao estagio teleomorfico dos mesmos — correspondente ao
estagio de reproducdo sexuada (123). Além disso, um estudo mostrou que
testes cutaneos positivos foram encontrados a partir de extratos de ascomicetos
cultivaveis coletados a partir da atmosfera de Michigan (124).

Os basidiomicetos incluem os cogumelos, “puffballs”, “smuts” e “rusts”,
sendo os dois ultimos, patégenos de plantas. Os basididosporos sdo as formas
sexuais produzidas em grupos de quatro em lamelas expostas ao meio externo.
No caso de “puffballs”, o basidio se desenvolve dentro de um corpo de
frutificacdo, expondo os esporos apenas quando completamente maduros.
Nesse caso, a liberagdo ocorre em “nuvens” principalmente durante chuvas
(117).

Apesar de terem sido ignorados por varios anos, os basidiomicetos estao
cada vez mais sendo reconhecidos e identificados em estudos que envolvem
aerobiologia e alergias. Dentre 0os géneros mais comuns em amostras e que
possuem extratos associados a respostas atopicas e a ataques asmaticos estao
Coprinus sp (125), Ganoderma sp (126) e “puffball” Calvatia sp (127). Estudos
indicam que 25-30% dos individuos que apresentam alergias respiratérias sdo
sensiveis aos basidiomicetos (128), considerados componentes principais em
alguns estudos de gravidade da asma e rinite alérgica (129, 130).

Dado que deuteromicetos pertencem ao estagio anamorfico dos
ascomicetos e basidiomicetos, ndo serdo tratados como grupo taxonémico, mas
como um grupo funcional de fungos que produzem conidios (ou mitésporos)
assexuadamente, geralmente a partir de uma hifa especializada, o conidioforo.

Apenas como forma de simplificar a nomenclatura, todos o0s propagulos
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provenientes de fungos serdo tratados como esporos. Existem diversas chaves
de classificacdo adotadas para os fungos anemdfilos, sendo boas referéncias
as encontradas em (131) e (117). Esse grupo de fungos € classicamente
identificado e relacionado a deflagracdo de alergias e asma, inclusive em
ambientes internos. Os géneros de maior importancia na literatura incluem
Cladosporium sp, Alternaria sp, Penicillium sp e Aspergillus sp, sendo os
alérgenos mais bem conhecidos os provenientes de Cladosporium herbarum
(Clah 1 e Clah 2), Alternaria alternata (Alt a 1) e Aspergillus fumigatus (Asp f 1)
(132). Dos géneros citados, Alternaria é o mais correlacionado com o
desenvolvimento, persisténcia e severidade da asma, sendo que até 70% dos
pacientes alérgicos a fungos possuem teste cutaneo positivo para esse género
(119). Nos paises europeus, a sensibilizacdo ao Cladosporium sp e Alternaria
sp flutua entre 3 e 30%, sendo que a porcentagem apenas de Cladosporium sp
pode chegar a 75% do total em ambiente externo, através de metodologia de
contagem total de esporos (133).

Os fungos citados sdo amplamente distribuidos no mundo e dados de
coletas de fungos anemofilos na atmosfera de cidades brasileiras, apesar de
mais raros, sdo realizados desde 1941 e confirmam a relevancia desses
géneros (134). Na cidade de Sao Paulo, os fungos de maiores prevaléncias séo
Aspergillus, Candida, Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium, Hormiscium,
Monilia sitophila (atualmente Crysonilia), Penicillium, Rhizopus, Rhodotorula
(135), Alternaria, Epicoccum, Aureobasidium, Trichoderma e Phoma (134) e em
Botucatu, S&o Paulo, outros ainda apresentam destaque como
Helminthosporium (ou Dreschlera) (136). Os principais géneros reportados séo
parecidos com aqueles encontrados em regides no Nordeste do pais, como na
cidade de Recife, Pernambuco (137). Em Natal, Rio Grande do Norte, dois
géneros adicionais, Curvularia e Rhizopus, assumem importancia (138) e em
Fortaleza, Ceara também se pode destacar géneros adicionais como
Drechslera e Absidia (139). Apesar do padrao de frequéncia de certos géneros

de fungos no Brasil, estudos em diferentes cidades, como Presidente Prudente,
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S&o Paulo, mostraram importancia de outros géneros, como Monascus,
Neurospora, Trichotecium e Cryptococcus, ndo frequientes em outros estudos
(140).

Vale ressaltar que a importancia desses fungos cultivaveis, em sua
maioria deuteromicetos, no cenario brasileiro ndo deve ser ignorada, porém
apenas dois estudos recentes no Brasil realizaram coleta e identificacdo de
esporos totais, abrangendo fungos cultivaveis e n&o cultivaveis, ou seja,
trazendo a tona a importancia da classificacdo de outras classes que
compreendem ascomicetos e basidiomicetos, j& mencionados como indutores
de respostas inflamatorias. Mezzari et al (141), em 2002, realizaram coletas
com o amostrador de ar Rotorod na atmosfera da cidade de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul. Os resultados mostraram que 0s ascosporos foram mais
relevantes nas amostras (correspondendo a 50,49%) do que os deuteromicetos
de maior importancia em estudos prévios brasileiros: Cladosporium (17.86%) e
Aspergillus/Penicillium (15.03%). Foram encontrados picos, principalmente de
ascosporos e Cladosporium em marco, agosto e novembro. Apés a tomada dos
dados, testes cutaneos e de IgE especifica para os extratos de espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria e Helmintosporium
foram analisados em individuos atépicos e controle. Enquanto ndo houve
resultados positivos para o grupo controle, 15,38% dos individuos atopicos
apresentaram sensibilizacdo a pelo menos um dos extratos analisados (142). O
segundo estudo brasileiro que atentou para coleta de esporos totais, foi
realizado a partir de amostras provenientes do amostrador Burkard em Caxias
do Sul, Rio Grande do Sul. As maiores concentracdes foram encontradas no
verdo e as menores, no inverno. Os membros dos deuteromicetos
representaram em torno de 40% do total, sendo Cladosporium o género mais
marcante, representando 32,9% da contagem total. Os autores atribuem tal
prevaléncia a vegetacao farta da regido e condi¢cfes climaticas do sul do pais,

principalmente na primavera e verdo, que apresenta altas temperaturas e baixa
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umidade. Os ascosporos representaram em torno de 20% do total, assim como
os basidiésporos, sendo Coprinus o principal género dentre os ultimos (143).

Nota-se entdo que existem variacbes sazonais e dependendo das
condi¢cbes atmosféricas, ocorrem mudancas na concentracdo e na diversidade
de esporos no ar. Por exemplo, ascosporos ficam protegidos nos ascos em
periodos de seca, para somente serem lancados no ar durante periodos de
umidade (144). Dessa forma, amostras coletadas apos chuvas intensas
apresentam uma tendéncia de possuirem uma alta quantidade dos mesmos
(117). Haard et al (145), em 1970, estudaram espécies de basidiomicetos e
notaram que muitas espécies apresentavam padrdes de liberacdo com picos
durante a noite, enquanto outras espécies mostraram picos durante o inicio da
manha. No entanto, inimeros cogumelos pequenos apresentavam picos de 24-
48 horas, ap6s o inicio da liberagdo. Ainda, fenbmenos com as chamadas
“plumas de esporos” podem ocorrer e correspondem ao aumento drastico da
concentracdo ambiental em periodos curtos de tempo, por exemplo, em 2
horas. A pluma pode estar positivamente correlacionada com o aumento da
temperatura, ponto de saturacdo e pressao do ar, que levam a tempestades
apos o fendbmeno (146). Ainda nesse contexto, Dales et al (68) , em 2004,
verificaram que dias com tempestades em Ontério podem influenciar pouco na
concentracdo de poluentes e polen na atmosfera, porém podem levar a um
aumento de quase duas vezes na quantidade de esporos no ar e no numero de
atendimentos emergenciais de criancas asmaticas em hospitais. No entanto,
existe uma dificuldade inerente a predicdo de esporos durante chuva, ja que
ndo atua apenas como agente dispersor e aerolizante, mas também como
agente de remocdo, aumentando a densidade das particulas e levando a
deposicéao (120).

Algumas espécies adquirem padrbes sazonais, como € 0 caso do
ascomiceto Venturia sp, que se desenvolve nas superficies de folhas e adota
padrées de liberagcdo na primavera, quando as plantas ainda se apresentam

jovens e vulneraveis. Outros, no entanto, sdo liberados durante o ano todo,
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como € o caso do Cladosporium sp, que no entanto apresenta padrédo de
liberacdo mais acentuado em tempo seco (147). Da mesma forma, certos
Mixomicetos sdo liberados o ano todo, porém especialmente apods chuvas
(121). Ainda, esporos como o0s provenientes dos deuteromicetos Alternaria,
Helminthosporium/Drechslera, também sdo mais abundantemente liberados em
periodos secos, especialmente durante ventos fortes (132). Estudos brasileiros
mostraram que a maioria dos géneros recolhidos apresentava maior padrao de
liberacdo no outono e inverno, onde existe aumento da pressdo atmosférica,
gueda da temperatura, queda de indices pluviométricos e umidade relativa
(134). Mais tarde o mesmo grupo depositou um olhar mais detalhado sobre os
diferentes géneros e demonstrou que o aumento da temperatura e umidade
relativa do ar podem levar a aumento de Epicoccum e Aureobasidium e o
aumento apenas da umidade relativa pode levar ao aumento de Penicillium e
Aspergillus (148). Dessa forma, ndo existe uma regra universal para padrdes de
liberacdo de esporos fungicos.

Outras variaveis como padrbes de poluicdo (assunto tratado com
maiores detalhes em tépico adiante), radiacdo solar e velocidade dos ventos
também podem afetar a distribuicdo. A radiacdo solar pode apresentar efeitos
deletérios sobre alguns fungos, porém outros, como Alternaria e Cladosporium,
podem ter sua liberagcdo aumentada em condicbes de alta radiacdo (149).
Ainda, estudos controlados conduzidos com Alternaria mostraram que, mesmo
gue haja uma queda da viabilidade ou metabolismo dos esporos devido a
exposicao a luz ultravioleta, ndo existe diminuicdo da liberacdo de alérgenos
(150), o que também ressalta a importancia da utilizacdo de metodologias que
amostrem esporos independentemente da viabilidade. Pode existir uma
correlagdo positiva entre a velocidade do vento e a liberacdo de esporos,
especialmente de deuteromicetos como Aspergillus e Penicillium, cujos esporos
sao relativamente pequenos e se arranjam em cadeias originadas a partir
extremidade do conidioforo (151). Alguns autores brasileiros encontraram uma

correlacdo positiva entre velocidade do vento e liberacdo de esporos (148),
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enguanto outros estudos conduzidos em Porto Alegre e na praia de Pelotas, Rio

Grande do Sul, ndo acharam tal associagéo (141, 152).

Fungos e respostas inflamatérias

Apesar da exposicdo a fungos ser passivel de deflagracdo dos quatro
tipos de respostas de hipersensibilidade, usualmente aquela que caracteriza a
reacao alérgica € a resposta tipo | mediada por IgE e compreende duas fases.
A primeira fase ocorre minutos apés a exposi¢cao ao antigeno e é caracterizada
pela liberacdo de mediadores pré-formados. Reacdes tardias ocorrem 3 a 4
horas ap0s a exposigcéo e envolvem infiltrados celulares. No entanto, a alergia a
fungos ndo é tdo definida quanto alergia a outros antigenos e normalmente, o
diagnostico é dificil, mesmo porque dificlmente os individuos sdo sensiveis a
apenas uma espécie (123).

Muitos alérgenos de fungos apresentam atividades de protease, podendo
ser um fator a mais na indugéo de resposta Ty2 (119).

Estudos in vitro demonstraram que extratos de Alternaria alternata,
Aspergillus fumigatus e Cladosporium herbarum séo capazes de induzir a
liberacdo de IL-6 e IL-8 (153, 154).

Estudos utilizando medidas de biomassa, como o (1-3) B-D-Glucano
podem ser encontrados. Beijer et al (155), em 2003, demonstraram uma
resposta de diferenciada de liberacdo de citocinas identificadas através de
amostras sanguineas entre individuos atépicos e n&o-atopicos em residéncias
com alta e baixa concentracdes de glucanos. Em residéncias com altas
concentracdes de glucanos, houve maior liberacdo de TNF-a, porém nao houve
diferenca na liberacdo de IL-4 e IFN-y. Entre 0os ndo-atopicos, a razao IFN- y
/IL-4 foi maior no grupo exposto a altas concentracdes de glucanos, sugerindo
resposta Tyl. Apesar da importancia dos resultados, os autores reconhecem
gue ndo é possivel estabelecer uma relacdo causal entre mofo e resposta

inflamatoria, dado que as condi¢des de crescimento dos mesmos sdo similares
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as condicbes de crescimento de bactérias em ambientes internos, podendo
haver entdo um efeito de amplificacdo da resposta devido a exposicdo
simultdnea a ambos os agentes. Um estudo complementar demonstrou
aumento de TNF-a e IL-6 no fluido nasal de criancas que freqientavam escolas
com alta quantidade de mofo (156). Apesar de terem sido conduzidos em
ambientes internos, esses estudos demonstram a importancia dos fungos na
participacdo em mecanismos de liberacdo de citocinas pré-inflamatorias.

Em grupo pequeno de trabalhadores que lidam com lixo, Sigsgaard et al
(157), em 2000, encontraram aumento da producdo TNF-a , IL-1(, IL-6 e IL-8
na analise sanguinea ap0s exposi¢ao in vitro a altas doses de (1-->3)-B-D-
Glucanos, demonstrando mecanismo pro-inflamataorio.

Modelos animais também ajudam a esclarecer os mecanismos de
resposta inflamatéria. Young et al (158), em 2006, observaram além de outras
respostas, o aumento da produgao de TNF-a , IL-6, IL-10 e IL-12p70 no lavado
broncoalveolar apds um dia da administracédo do glucano em ratos.

Estudos que demonstraram resposta Ty2 apds exposicado a (1-->3)-B-D-
Glucanos de Sclerotinia sclerotiorum, Cladosporium herbarum, Penicillium
chrysogenum e de leveduras em camundongos previamente sensibilizados por
ovalbumina podem ser encontrados na literatura e ressaltam a importancia do
mecanismo de resposta alérgica em individuos previamente sensibilizados por
outros agentes (159, 160) .

Ainda, o (1-->3)-B-D-Glucano pode agir sinergicamente com endotoxinas
na producdo de resposta inflamatéria (161). Resultados de estudos com
modelos animais mostram que pode existir uma resposta modular complexa,
como elucidada na figura 3:
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Figura 3. Grafico de producdo de anticorpos especificos para ovalbumina por
cobaias expostas a ovalbumina, ovalbumina+glucanos, ovalbumina+endotoxina,

ovalbumina+endotoxinas+glucanos. Fonte: Rylander et al., 1998

A revisdo da literatura mostra em varios momentos que fungos, bactérias
e outros componentes do material inaldvel podem atuar individualmente ou
sinergicamente de forma a levar a mecanismos de resposta inflamatorias
diferenciados, com supressédo, amplificacdo e modificagdo da razdo Tyl/Ty2.
Estudos que realizem a medicdo de diversos componentes e de respostas
inflamatdrias sdo importantes na resposta a essa questao recente e ainda néo

solucionada.
Fungos, material particulado e poluicdo

Existe uma ampla gama de estudos que atentam para a contribuicao
relativa da endotoxina associada ao material particulado, porém poucos sdo 0s
estudos que possuem 0s mesmos objetivos em se tratando de fungos.

Esporos de fungos podem variar entre 1 e 30um, sendo mais
freqlentemente associados a particulas PMjp (162). No entanto, esporos
menores, como provenientes de géneros importantes como Aspergillus sp,
Cladosporium sp e Penicillium sp, fragmentos, como material citoplasmatico e

paredes celulares (60, 163) e ainda, micotoxinas como as provenientes de
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Stachybotrys chartarum - deuteromineto possivelmente associado a casos de
hemorragia pulmonar em criangas (164) — podem ser encontrados no PM; 5 ou
ainda em particulas menores (165). Estudos ja demonstraram que existe uma
correlacdo positiva entre geracdo de material particulado e contagem total de
fungos e de Penicillium/Aspergillus, sendo esse efeito fortemente influenciado
pela temperatura (66).

Um estudo realizado na Amazbnia estimou a contribuicdo relativa de
fungos e compostos derivados presentes na atmosfera e no material
particulado. No caso de esporos ativamente liberados em tempo Uumidos (i.e.,
ascosporos e basidiosporos), foi considerado que a contribuicdo de fungos no
PM3o € devida principalmente a esporos e nao seus solutos (que contribuiam
apenas em 5 a 10%). Em periodos noturnos, a contribuicdo relativa chegou a
45%, em periodos diurnos, foi estimada contruicdo de 25% e, em média, foi
estimado 35%. Ainda, caculos realizados a partir de coletas do estudo e
coletas em outras regides do mundo mostraram uma estimativa de emisséo
total de esporos na atmosfera de 50x10*? gramas por ano (63).

Em Cubatdo, Sdo Paulo, apés analise de duas &reas impactadas por
diferentes niveis de poluicdo, houve uma correlacdo de 58% dos géneros de
fungos, valor considerado baixo. Alternaria alternata, Aspergillus candidus, A.
restrictus, Cladosporium cladosporioides e Periconia atropurpurea foram
isolados exclusivamente a partir de areas poluidas, enquanto Aspergillus
zonatus, A. versicolor e Nigrospora oryzae foram isolados apenas nas regides
menos afetadas pela poluicdo. Ainda, espécies ndo-esporulantes em meio de
cultura foram encontradas em valores mais altos em regides mais poluidas
(166), concordando com estudos anteriores conduzidos em Santos, Sao Paulo
por Purchio et al (167).
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- Influéncia dos elementos quimicos nos contaminantes bioldgicos

Apesar de freqUentes na literatura os estudos que classificam os efeitos
da poluicdo atmosférica, em especial do material particulado sobre a saude,
assim como a participagdo da composicdo nos mecanismos de resposta
alérgica, inflamatdria e tdxica, também poucos sdo os estudos que avaliaram a
correlagdo entre os componentes do material particulado em relacdo a
possiveis efeitos de estimulo ou inibicdo. As pesquisas sdo ainda mais raras em
se tratando de componentes biologicos.

Por exemplo, é possivel que metais presentes no material particulado,
como chumbo, zinco e cadmio sejam depositados na vegetagdo, levando a
efeitos deletérios sobre a microflora filoplana, reduzindo assim, a quantidade e
diversidade, além de modificar a morfologia. Aparentemente, bactérias e
leveduras sdo mais susceptiveis a esses elementos do que fungos filamentosos
(168).

Um estudo conduzido por Adhikari et al (66), em 2006, encontrou
resultados de correlacdo negativa entre zinco e basidiésporos, com defasagem
de 6 dias para a liberacdo de esporos. Mastalerz et al (169), em 1998,
encontraram menor concentracdo de fungos da ordem Mucorales em material
particulado com alta concentracdo de chumbo. Ainda, foi perceptivel a adeséo
de material citoplasmatico liberado por pdlen e fungos as particulas, sendo
sugerida uma maior disponibilidade do bioaerossol com o aumento de material
derivado da combustéo e crosta no ar (figura 4). Um estudo conduzido durante
o inverno em Taiwan demonstrou uma correlacdo positiva entre o fungo do
género Cladosporium e hidrocarbonetos, sabidamente provenientes de queima

de combustiveis fosseis (170).

27



Figura 4. Esporos encontrados no material particulado da atmosfera de

Brisbane, Australia. A: Tipos “a” e “c”. B: Tipos “c’e “b". C: tipo “m”. Fonte:
Mastalerz et al., 1998.
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Um estudo conduzido em Cincinatti ndo encontrou correlacdo
significante entre bactérias e material particulado total, no entanto foi descrita
uma correlacdo moderada entre bactérias e hidrocarbonetos (171).

- Metodologias para anélise de fungos e bactérias

Existem trés métodos basicos de deteccdo de microrganismos em
aerossois: medicdo de particulas viaveis, contagem e identificacdo de esporos
viaveis e ndo viaveis em microscépio e medicdes de marcadores (que
compreende microrganismos viaveis e ndo viaveis, além de fragmentos dos
mesmos). Apenas como simplificagdo, os dois uUltimos métodos seréo referidos
como medidas de “biomassa total”.

MedicOes de particulas viaveis envolvem a utilizacdo de meios de cultura
para contagem e identificacdo de géneros, importantes para o estabelecimento
de relacbes entre géneros e patogenia. No entanto, esse método possui
algumas limitacdes, a saber:

1) Apenas 0.1 a 10% dos microrganismos presentes no ar sdo detectaveis em
cultura (172).

2) Condicdes de estresse levam a dessecamento, paralisacdo da replicacgéo,
oxidacoes, ataques por radicais livres e danos pela radiacdo principalmente
em bactérias, que permanecem viaveis, mas nao cultivaveis (173).

3) No caso de bactérias gram-negativas, endotoxinas podem ser derivadas de
células vivas ou mortas, sendo que a estimacgao por colbnias viaveis pode
subestimar o risco real (174).

4) Apesar de fungos serem mais resistentes a condicbes de estresse, 0
crescimento em cultura depende das condigbes de incubacg&do, meio de
cultura utilizado e densidade de colbnias nas placas (175).

5) Cultura de fungos nédo detectam esporos néo cultivaveis ou danificados, bem

como fragmentos de hifas (175), fontes primarias de alérgenos (120).
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Devido a esses fatores, a quantificacgdo de biomassa total gera
resultados complementares aos métodos tradicionais de forma a né&o
subestimar a concentragdo de microrganismos no ar e riscos a saude gerados
pelos mesmos.

Existem varios métodos que quantificam a biomassa total de fungos e
bactérias, sendo que ndo existe nenhuma metodologia 6tima para todas as
situacbes (176). Assim, o condutor do experimento deve ser treinado de
maneira eficiente de tal forma a escolher o método mais satisfatério para

analise dos resultados.

Técnicas para identificacdo de biomassa total — bactérias.

Amostragem

Para amostragem de biomassa total de bactérias, € utilizada

principalmente a analise de endotoxinas.

Analise

Os métodos de anélise de endotoxinas sao:
- Limulus amebocyte lysate (LAL) e utilizagdo de Fator C (rFC).) ;
- Espectrometria de massa cromatografia gasosa (CG-MS) e de alta
performance;

O Limulus € o método tradicionalmente utilizado e produz resultados
relativos a bioatividade da molécula. No entanto, estudos mostram necessidade
de padronizacdo de acordo com a amostra e condi¢cbes utilizadas (177-179).
Além disso, esse método possui limitagdes tais como chances de ocorrerem
reacdes cruzadas e inibicdo da cascata enzimatica por contaminantes
ambientais (175). Assim, melhorias no método com implementagdo de rFC

foram desenvolvidos. A utilizacdo de rFC, a enzima de inducdo da coagulacao
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do LAL, oferece uma forma de inibir amplificacdo da cascata devido a reacdes
com glucanos flngicos, sendo que estudos utilizando essa metodologia
comecam a ser publicados (180).

O CG-MS apresenta-se como método de detec¢cdo mais rapido, porém
identifica componentes do LPS independentemente da bioatividade e possui
acuracia menor. Estudos mais recentes procuram relacionar o comprimento da
cadeia lipidica detectada em CG-MS com o grau de atividade das endotoxinas
(181).

Técnicas para identificacdo de esporos e biomassa total — fungos.

Amostragem

Os métodos de amostragem de esporos estéo listados na tabela 2:

Tabela 2 - Métodos para amostragem de esporos. Adaptado de Levetin, 2004

Método de colecao Amostrador Comentarios
Impactacéao “slit”. Armadilha de esporos Contagem total de
Burkard (Burkard esporos.  Determinado
Manufacturing, Ltd, pelo vento.
Rickmansworth, UK)
Lanzoni VPPS 2000 Contagem total de
(Lanzoni, S.r.L., Bologna, | esporos.  Determinado
Italy) pelo vento.
Amostrador Kraemer- Contagem total de
Collins (G R Electric, esporos.
Manhattan , KS)
Amostrador Burkard Contagem total de
continuo (Burkard esporos.
Manufacturing, Ltd, N&o determinado pelo
Rickmansworth, UK) vento. Melhor para
ambientes internos.
Allergenco MK-3 Mais  eficiente  para
(Environmental particulas menores.
Monitoring Systems, Melhor para ambientes
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Charleston, SC) internos.
Amostrador Burkard Contagem total de
personalisado (Burkard esporos.
Manufacturing, Ltd,
Rickmansworth, UK)
Air-O-Cell cassette Contagem total de
(Zefon, St. Petersburg, esporos.
FL)
Cyclex-d (Environmental | Armadilha Unica para
Monitoring Systems, contagem total de
Charleston, SC) €esporos.
Impactagdo por brago | Amostrador Rotorod Independente da
(Sampling velocidade do vento e
rotatério. Technologies/Multidata, direcdo. Melhor para
St. Louis Park, MN) pélens do que esporos.
Filtragem Existem diversos tipos
de filtros, variaveis em
composicdo e tamanho
dos poros.
Andlise

A analise das amostras de acordo com os métodos de coleta estao listados na

tabela 3.

Tabela 3 - Analise de amostras de fungos de acordo com método de coleta.

Adaptado de Levetin, 2004

Método de analise

Amostragem utilizada

Comentarios

Microscopia

Impactadores
“slit”/filtragem

Identificacéo de
guantidade  total de
esporos, porém nao é
possivel distinglir
espécies no caso de
esporos similares. Esse
fator € de especial
importancia no caso de




Pencillium e Aspergillus,
fungos comuns e

indistinguiveis pelo
método.
Bioquimica Filtragem Identificacéo da
biomassa total*.
Imunoquimica Impactadores “slit”/ Para identificacdo de
filtragem alérgenos, porém existe

limitada disponibilidade
de testes no mercado.

Andlise por PCR Impactadores “slit”/ Elimina necessidade de
(polymerase chain filtragem microscopia. Mesmo
reaction) assim, com uso limitado.

Método dispendioso

financeiramente.

*|dentificacdo de biomassa total.

Existem dois marcadores de biomassa total em fungos: ergosterol e (1--
>3)-B-D-Glucano, componentes da membrana e parede celular dos fungos,
respectivamente.

Os métodos de extracdo para cada um desses componentes estdo

representados na tabela 4.

Tabela 4 — Métodos de extracdo de ergosterol e (1-->3)-B-D-Glucano

Marcador de biomassa Quantificacéo

Ergosterol - cromatografia liquida de alta
performance/ HPLC, mais utilizado em
agricultura (Saraf et al., 1997).
-Espectrometria de massa-
cromatrografia gasosa/CG-MS (Saraf
et al., 1997) .

(1-->3)-B-D-Glucano -modificagdo do método de Limulus
(Foto et al., 2004).
- ELISA (Milton et al., 2001).

Foto et al (182), em 2004 realizaram modificacdes no método de Limulus

para extracao de glucanos e proteriormente Foto et al (183), em 2005, fizeram




uma comparacdo do método com extracdo de ergosterol, endotoxinas e
utilizacdo de air-o-cell. Foi constatado que existia uma forte correlacdo entre
niveis de glucanos, ergosterol e fungos visiveis em residéncias. No entanto,
ergosterol aerolizado estava mais relacionado com mofo visivel do que os
glucanos. Amostrador air-o-cell e endotoxinas ndo estavam relacionados a
nenhum dos outros parametros. Em geral, os estudos mostram ergosterol como
uma boa medida para biomassa, enquanto glucanos apresentam maior
correlagdo com efeitos na saude. No entanto, os componentes (1-->3)-3-D-
Glucanos ndo sédo especificos da parede celular de fungos, podendo ser
encontrados em plantas e algumas bactérias (174).

N&o apenas a comparagao entre diferentes componentes leva a
diferentes analises, mas também diferentes formas de extrair o mesmo
componente podem levar a resultados discordantes. Saraf et al. (175), em
1997, utilizaram GC-MS para determinacdo de ergosterol e encontraram, pela
primeira vez, correlacdo entre ergosterol e cultura de fungos.

Algumas consideracoes

Pelo apresentado na literatura, a medicdo de contaminantes, a
associacao entre eles e o material particulado e verificagéo de tipos de resposta
inflamatdria sdo topicos recentes na literatura, porém estudos sdo necessarios
a fim de sanar possiveis deficiéncias, a saber:

1- N&o existe um consenso na literatura a respeito do melhor método de
medicdo de contaminantes bioldgicos, portando comparacdes de métodos
ainda se fazem necessarias.

2- Apesar do estabelecimento de relagdes entre tais contaminantes
biolégicos e efeitos inflamatérios, ndo é possivel estabelecer uma relacéo
causal entre esses agentes e doencas respiratorias. Dessa forma, estudos de
medi¢des em diferentes localidades do mundo também sdo necessarios a fim
de facilitar o esclarecimento do papel de bactérias e fungos nos sintomas

respiratorios.
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3- Existem estudos recentes que avaliam a quantidade de endotoxina
associada ao material particulado, porém em se tratando de fungos, os estudos
S80 mais raros.

4- Mais raros ainda sdo os estudos que identificam possiveis efeitos de
interacdo (inibicdo/aumento da liberacdo) entre componentes quimicos e
biolégicos do material particulado.

5- Existem controvérsias a respeito de mecanismos de sinergia entre os
diferentes componentes do material particulado na deflagracdo de resposta

inflamatoria Tyl ou TH2.
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Objetivos

Devido ao numero limitado de estudos, esta tese teve como objetivos
gerais:

- comparacao entre metodologias de amostragem de fungos.

- avaliacdo da contribuicéo relativa de endotoxinas e fungos no PMs.

- avaliagcdo de efeitos de correlacdo entre componentes quimicos, fungos
e bactérias no PMs.

- correlacdo entre os componentes citados com fatores meteorologicos.

- avaliacao da participagédo dos fungos associados ao PM; s na liberagéo
de citocinas de resposta Tyl e Ty2 em modelo de instilagdo em ratos.

O estudo foi dividido em duas partes que serao tratadas em separado

durante o restante da tese, devido as diferencas de objetivos.

1° parte: experimentos conduzidos em Boston, Massachusetts, sob
supervisdo da Dra. Christine Rogers e colaboracdo de Michael Muilemberg e
Prof. Donald Milton.

Esta parte do estudo teve como objetivos:

(1) Avaliar a concentracao e géneros de fungos associados a particulas
ambientais concentradas de diametro menor do 2,5um, da atmosfera de
Boston;

(2) Comparar metodologias de contagens de esporos totais e cultura
provenientes de amostradores de ar de curta e longa duracéo;

(3) Correlacionar tais achados a fatores meteorologicos durante a
primavera e verdo de Boston.

2° parte: experimentos conduzidos na Regidao Metropolitana de S&o
Paulo no Laboratorio de Poluicdo Atmosférica da Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo.
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Esta parte do estudo teve como objetivos:

(1) Estabelecer quantidade de esporos e endotoxina em relacdo a
concentracdo de PM; s a partir da atmosfera da Regido Metropolitana de S&o
Paulo;

(2) Estabelecer correlagcbes e efeitos de interacdo entre fungos
anemofilos, endotoxinas, elementos quimicos e aspectos meteoroldgicos;

(8) Avaliar efeitos de inducéo de resposta inflamatoria em ratos mediada

por fungos associados a uma dada concentracdo de PM; s.

37



38

Métodos

- 1° parte - Boston

Area de estudo

Todas as amostras foram coletadas durante a primavera e verdo na regiao
de Boston, Massachusetts, USA. Um total de 14 amostras de ambiente externo
foi coletado no telhado de Harvard School of Public Health e 8 amostras foram
coletadas no Concentrador de Particulas Ambientais durante o mesmo periodo
na primavera e 1 amostra foi coletada no verdo. A figura 5 mostra a disposicéo

dos amostradores em ambientes externo.

Andersen e
Personal
Filtros Burkard
MCE
Recording :

18
=t

5”? |
Z/ AR

Burkard
. ;'7 'A’ ,.

Figura 5: Disposicdo dos amostradores de ar no telhado da Universidade de

Harvard.



Amostradores para fungos anemofilos

CAPs (Concentrador de Particulas Ambientais) e parametros meteoroldgicos. A
massa de CAPs foi medida continuamente utilizando “tapered element
oscillating microbalance”. Intervalos de 5 minutos foram utilizados para integrar
as medidas, resultando em uma concentracdo final de microgramas por metro
cubico. Dados meteorologicos foram fornecidos pelo “National Weather Service
station” no Logan International Airport (Boston, MA).

Filtros MCE (Mixed cellulose ester filters, 0,8 um, 25mm de didmetro) foram
alocados em suportes de filtro de 25 mm e montados em monitores de andlise
de bioaerossol para filtros de 25 mm (SKC Company).

Os filtros foram alocados antes da concentracdo de particulas e depois da
concentracao de particulas no Concentrador de Particulas por 5 horas a 2 L/min
e 1 L/min, respectivamente. ApGs a amostragem, os filtros foram cortados na
metade com tesoura estéril e uma das partes foi colocada em uma lamina de
microscopia para contagem total de esporos e a restante foi dissolvida em 1 mL
de Tween 20 (Difco laboratories, Detroit, MI) em solucéo 0.05% diluida em agua
estéril para cultura.

Para contagem total, apds alocar os filtros nas laminas limpas, foi
adicionado 50 al00 pL de Triacetina (C2:0 - Anshan Noble Chemicals
Company) até que o filtro fosse contemplado em toda a superficie. A lamina foi
deixada para secar naturalmente ou com auxilio de movimentos rapidos pelo
bico de Bulsen até que o filtro ficasse transparente. Apos esse procedimento,
acido latico com fucsina acida (Merck & Co) e laminulas foram adicionados para
identificacdo e contagem direta em microscopia baseadas em morfologia dos
esporos. A analise consiste em estabelecer campos de visdo do microscopio
antecipadamente a analise. Em todas as contagens de esporos que serdo
referidas no presente estudo, foi utilizada metologia de andlise a cada 2 cm de
filtro, horizontal e verticalmente, totalizando a area do filtro. Existe uma

impossibilidade de andlise do filtro em toda a superficie, sendo que a
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metodologia realizada resultou em tempo de leitura de cada lamina de
aproximadamente 3 horas. Abaixo, pode ser visualizada a férmula para célculo

da concentracdo de esporos por metro cubico de ar:

. . Areatotaldofiltro
numeradeesporoslogénerd — .
Areadocompodevisao* nUmerodecampos

tempodeamostragem vazao

Esporos/m =

Para cultura, os filtros foram vortexados por 10 minutos em Tween 20 e
aliquotas de 100pl foram plaqueadas em meio de cultura MEA (Malt Extract
Agar — reagentes Difco laboratories, Detroit, MI) em duplicatas. As placas foram
incubadas em temperatura ambiente por 3 a 15 dias para contagem e
identificacdo baseada na morfologia da colénia e microscopia. Abaixo,
encontra-se a formula para calculo das unidades formadoras de coldnia (UFC)

por metro cubico de ar:

numeradecoldniaglogéner «( Volumedasuspensg
volumeplaquead volumeplaquead
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Andersen e Personal Burkard. O amostrador de ar Andersen operou a
28,3L/min e o amostrador Personal Burkard (Burkard Manufacturing Co., Ltd.,
Rickmansworth, United Kingdom) operou at 11,4 L/min. Os amostradores de ar
foram utilizados para uma comparacdo entre contagens totais e cultura
realizadas por amostradores de curta duracdo. As amostras foram coletadas
simultaneamente por periodos de 5 minutos nos seguintes intervalos: t=0 min,
t=15 min, t=30 min, t=45 min, t=60 min, t=90 min, t=120min, t=150 min, t=180
min, t=210 min, t=240 min, t=270 min e t=300 min, completando 5 horas e 13
amostras para cada amostrador em ambiente externo. Para o amostrador
Andersen, a amostragem foi feita em meio MEA (reagentes Difco laboratories,
Detroit, MI) e o calculo de colbnias foi realizado através da correcédo de orificio

positivo de acordo com Andersen (184), em 1958. A montagem do Burkard foi



realizada utilizando fitas Melinex, gelvatol e geléia de glicerina conforme
descrito em Rogers et al (185), em 2001. A leitura de contagem de esporos
dispendiou aproximadamente 3 horas. Abaixo, encontram-se a férmulas para
calculo da concentracdo de UFCs (Andersen) e esporos (Burkard) por metro
cubico de ar:

‘ Ani a converséd\nders% o
nimerodecoloniasdogénerd Totaldecoldnias

UFC/m? = _
tempodeamostrager vazao

numerodeesporosio género

Esporos/m = <
tempodeamostragert vazao

Filtro MCE e Recording Burkard. Filtros MCE e Recording Burkard foram
utilizados para comparacdo entre contagem total de esporos e cultura para
exposicoes de longo prazo. Filtros MCE (Mixed cellulose ester filters, 0,8 um,
25mm de diametro) foram alocados em suportes de filtro de 25 mm e montados
em monitores de andlise de bioaerossol para filtros de 25 mm (SKC Company).

A coleta ocorreu em ambiente externo por 5 horas a 4L/min. Apés a
amostragem, os filtros foram cortados na metade com tesoura estéril e os
mesmos procedimentos descritos na secdo CAPs foram adotados. O calculo
para concentracdo de esporos e UFCs por metro cubico de ar ja foram
apresentados no CAPs.

Recording Burkard (Burkard Manufacturing Co., Ltd., Rickmansworth, United
Kingdom) operou a 10 L/min e foi ligado um dia antes do comeco do protocolo
e desligado apés o ultimo dia. Para comparagcdo com as contagens totais de
esporos fornecidas pelos filtros MCE, cada lamina foi analisada no periodo de 5
horas correspondente as outras amostras. A cole¢cdo, montagem (utilizando
fitas melinex, gelvatol e geléia de glicerina) e contagem foram realizadas de
acordo com Rogers et al (185), em 2001. Essas metodologias apresentaram

tempo de leitura de cada lamina de aproximadamente 3 horas. Os calculos para
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concentacdo de esporos por metro cubico através do Recording Burkard é

mostrada abaixo:

numeradeesporosiogénero
didmetradocampadevisdo* nimerodevarredura
Comprimenbdo tragoanalisado

Esporos/m=
tempodeamostragerh vazad

Identificagdo dos fungos anemdfilos

De forma geral, os esporos foram divididos em trés grandes grupos:
Ascomicetos, Basidiomicetos, Mixomicetos e Deuteromicetos (ou fungos
imperfeitos). Apesar de chaves de identificacdo serem importantes para fungos
raros, na maior parte dos casos, a separacdo nos grupos foram feitas da
seguinte forma, de acordo com Haines et al (117), em 2000:

- Ascosporos. Auséncia completa de cicatrizes de formacdo do esporo ou de
conex&o e ramificacbes, dado que sdo formados separadamente em ascos. As
vezes encontrados em grupos de 8 (usual em Diatrypaceae). Freqientemente
septados e longos (em proporcao de 4:1).

- Basidiosporos. Principal caracteristica de distincdo é presenca de um apiculo
descentralizado onde o esporo fora anexado no basidio. Dessa forma, séo
assimétricos. Com excecdo de casos raros, basidiésporos ndo apresentam
septos e nunca apresentam ramificacoes.

- Mitésporos. Assim denominados por serem provenientes exclusivamente de
reproducdo assexuada (mitose) e pertencentes aos Deuteromicetos. O termo
correto nesse caso, € a denominacdo de conidio em detrimento de esporo,
porém para efeitos praticos, foram nomeados esporos. A principal caracteristica
de distincdo desse grupo é a presenca de cicatriz simétrica de nascimento do
esporo, onde era anexado ao conidi6foro. Unicos a formarem cadeias.
Cicatrizes em duas extremidades dos esporos isolados denotam que ja
estiveram em cadeia.

Quando néao foi possivel visualizar as caracteristicas acima, 0s esporos

entraram no grupo dos “outros/néo identificados”.
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Apbs essa identificacdo inicial, os esporos foram separados em familias,
géneros e espécies, de acordo com a possibilidade de distin¢do. Para tanto, foi
necessario treinamento de 6 meses em Harvard School of Public Health sob
supervisdo da Profa. Christine Rogers. As seguintes referéncias foram

utilizadas para a identificacéo:

- Barnett, .L., & Hunter, B.B., 1975. Illustrated Genera of Imperfect Fungi (3rd

ed.). Burgees Publ.Co. Minneapolis.

- Ellis, M.B. 1971. Dematiaceous Hyphomycetes. International Mycological

Institute. CAB International, Surrey, UK.

- Haines, J. Escamilla, B., Muilenberg, M. L., Gallup, J., Levetin, E., 2000.
Mycology of the air. An introduction to the sampling and identification of
airborne fungus spore. Tucson, Arizona.

- Hanlin, R.,1990. |lllustrated genera of ascomycetes. Published by The
American

Phytopathological Society, 3340 Pilot Knob Rd, St. Paul, Minnesota.

- Lacaz, C.S., Porto, E., Heins- Vaccari, E. M., de Melo, N.T., 1998. Guia para
identificacdo: fungos, algas e actinomicetos de interesse médico. Sarvier,
445pp.

- Pegler, D.N., & Young, T.W.K., 1971. Basidiospore Morphology in the

Agaricales. J. Cramer, Germany.

- Samsom, R.A., Hoekstra, E.S., Frisvad, J.C., 2004. Introduction to food and

airborne fungi. Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands.

- Smith, E.G., 1990. Sampling and identifying allergenic pollens and molds. An

illustrated manual for Air Samplers. Blewstone Press, San Antonio, Texas.

Apbs discussdo dos fungos passiveis de identificacdo, uma planilha,
mesma utilizada por pesquisadores de Harvard, foi utilizada no estudo
(Apéndice 1).
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Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado programa SAS (Statistical Analysis
System versao 8), sendo utilizado método paramétrico ou ndo-paramétrico de
acordo com teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov:

- Para andlises de filtro MCE e CAPs

Para comparagéao entre cultura e contagens totais fornecidas pelos filtros
MCE (para CAPs e ambiente externo): Wilcoxon Signed Rank Test e correlacdo
de Spearman.

Para comparacao entre estacdes em ambiente externo o teste de Mann-
Whitney foi utilizado.

- Para andlises de Personal Burkard e Andersen

Foi utilizada one-way ANOVA.

- Para comparacéao entre filtros MCE e Seven day exposure Burkard

Wilcoxon Signed Rank foi realizado para comparacéo entre diferencas
entre amostradores. Regresséo linear foi adotada para checar a acuracia.

Para todos os amostradores, correlacdo de Spearman foi calculada.

Os testes foram considerados significantes a a=0.05.
- 2° parte: S&o Paulo
Amostrador de ar AVG

Nessa metodologia de amostragem, o PM,s é coletado a partir de um
amostrador de ar de alta vazdo (AVG- Energética Itda), sem que as particulas

fossem concentradas. Dessa forma, as amostras ndo foram coletadas em
periodo de 5 horas, conforme feito em Boston, mas sim de 24 horas.
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Tal tempo de amostragem pode se mostrar benéfico, pois retrata uma
situacdo de exposicdo de 24 horas, em contraste as 5 horas, representativas de
uma parcela da exposicao diaria.

O amostrador de ar coleta PM,s a 1,13m%min em filtro de fibra de vidro
(Energética Itda).

Localizagdo das amostras

As amostras foram localizadas na Cidade Universitaria Armando Sales
de Oliveira — USP, na regido do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV localizado
na Avenida Lineu Prestes. A partir do volume amostrado em filtros de fibra de
vidro, foram inseridas 3 novas portas de coleta em um container, sendo a porta
1 coletada para quantificacdo de endotoxinas, a porta 2, para andlise e
guantificacdo do PM2,5 e a porta 3, para analise e quantificacdo de fungos.

Alguns filtros de fibra de vidro foram utilizados para instilacdo em ratos Wistar

(figura 6).

Amostrador de ar
AVG
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Endotoxina PM2,5 fungos

Figura 6. As coletas foram feitas a partir de amostrador de ar de alta vazao
para PM,s e trés portas foram desviadas para caracterizacdo do PM2,5, fungos
e endotoxina. O filtro de fibra de vidro foi utilizado para modelo de instilagdo em

animais.




Foram coletadas 43 amostras distribuidas entre 23 de abril a 16 de julho
de 2008 (parte do outono e inverno), sendo analisadas 39 devido a perdas
ocorridas por falha na fiag&o elétrica de coleta.

Amostras de fungos

As amostras de fungos foram coletadas a 1,2 litros por minuto em filtros
MCE (Mixed cellulose ester filters, 0,8 um, 25mm de diametro, Millipore Brasil)
alocados em suportes de filtro de 25 mm e montados em monitores de analise
de bioaerossol para filtros de 25 mm (Millipore Brasil).

Apbs a coleta, os filtros eram retirados imediatamente do suporte e
dissolvidos em Triacetina (Cibraquim, Brasil), para analise posterior em periodo
de no maximo trés dias apos a amostragem. A mesma metodologia utilizada no
sub-item “CAPs” no item “Metodologia Boston” foi utilizada.

Os primeiros filtros foram coletados e cortados pela metade para analise
por contagem total de esporos e cultura. Os dados de cultura iniciais foram
negativos, ou mesmo com contagens extremamente baixas (i.e. uma a duas
colénias por placa — dados ndo mostrados). Dessa forma, os filtros
subsequentes foram analisados em sua integridade por contagem total de
esporos, dispensando em torno de 4 horas para leitura de cada lamina.

Amostras de endotoxinas

Preparo dos filtros e coleta

As amostras para endotoxinas foram coletadas a 10 litros por minuto em
filtros de policarbonato (0,4um, 37mm de diametro, Milipore Brasil). Os filtros
foram alocados em suportes de filtro de 37 mm e montados em monitores de
analise de bioaerossol para filtros desse diametro (Millipore Brasil). Antes da

coleta, os monitores de filtros foram limpos com alcool 70% e deixados em luz
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ultravioleta por 15 minutos juntamente com os filtros e suportes, a fim de evitar

contaminacdes a priori.
Armazenamento

Apés a coleta, foi anexada uma camara de dessecacdo na extremidade
do suporte de filtros e os filtros foram estocados a 4°C. A cAmara consistiu em
utilizacdo de um tubo de vidro com silica em seu interior. As extremidades do
suporte do filtro e do tubo de vidro foram anexadas com tubo de borracha
(figura 7). Tal procedimento garante a atividade de endotoxina por periodos de
até um ano e a ndo retencao de umidade, que poderia ser responsavel por um

crescimento de bactérias nos filtros (Milton, D., 2006 - contato pessoal).

Filtro amostrado
Mangueira

de conexao  gjjica

| 888

Figura 7. Camara de armazenamento de filtros de policarbonato a 4°C para

analise de endotoxinas

Extracao

O método de extracao constituiu de:
1. Abertura dos monitores utilizando um pinga apirogénica (método de
esterilizacdo demonstrado no apéndice 2)
2. Verificagdo da aparéncia do filtro: filtros com nenhum ou pouco p6 eram
nomeados “limpos”, filtros com poeira apenas no centro, eram

denominados “sujos no centro”, quando eram sujos por toda a superficie
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em coloragdo acinzentada, eram denominados “sujos por toda a
superficie” e quando em coloracdo escura eram denominados “muito
sujos”.

3. Extracdo de todos os filtros em 5 mL de Tween 20 0,05% (Bioagency,
Brasil) em agua apirogénica (Cambrex, Co). Obtiveram-se apenas
resultados de filtros sujos por toda a superficie e muito sujos. Para filtros
sujos em toda a superficie era realizada diluicéo inicial de 1 vez. Um fator
de diluicdo inicial de 6 vezes era realizado caso o filtro estivesse muito
sujo. Mais trés diluictes (36X e 96X) foram utilizadas em duplicatas.

4. Transferéncia do filtro para um tubo de extracdo de borossilicato
apirogénico (13x100 mm Cambrex, Co) com ping¢a apirogénica. O filtro
era enrolado de forma que a superficie amostrada ficasse para dentro e
entdo o tubo era coberto com parafim. A analise era realizada
imediatamente. Caso houvesse necessidade de repeticdo, as amostras
eram armazenadas 4°C. Um pequeno furo era feito no parafilm para
circulacéo do ar.

5. Os tubos eram colocados em um sonicador por 60 minutos a
temperatura ambiente. As amostras eram vortexadas a cada 15 minutos.

6. Em todo o procedimento de diluicdo, os filtros eram vortexados por um
minuto antes da transferéncia entre tubos.

Analise

1. Os procedimentos foram realizados de acordo com as orientagcfes do kit
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Pyrogent-5000 (Cambrex, Co). Esse teste
€ quantitativo, sendo o procedimento basico de misturar a amostra com
reagente LAL em placa apirogénica (Cambrex, Co) de 96 pocos, colocada
em leitor de placa ELx808LBS (Cambrex, Co) e utilizando o software Win
KQCL. A leitura é realizada a partir do tempo anterior a reacdo completa de

turbidez que ocorre devido a uma cascata enzimatica (figura 8) onde a
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endotoxina cataliza a ativacdo da proenzima (presente no kit) na forma de
coagulase. Essa é ligada na proteina coagulogénio (também presente no
kit), que é entdo hidrolizada, transformando-se em coagulina. A coagulina
associa-se em forma gelatinosa e é lida pelo teste. Quanto maior a
guantidade de endotoxina, menor o tempo de reacdo. O limite de deteccdo
do teste é de 0,01 EU/mL.

Proenzima —Endotoxina,  Coagulase

Coagulogénie—Coagulase Coagulina

Figura 8: Cascata enzimética ocorrida no teste LAL para deteccdo de

endotoxinas

2. Os tempos de reacao de cada amostra sdo comparados com o tempo da
curva padrédo, em que sao utilizadas quantidades conhecidas de endotoxina
de Escherichia coli 055:B5 em concentracbes de 0,01 EU (unidades de
endotoxinas) por mL, 0,1 EU/mL, 1 E/mL, 10 EU/mL e 100 EU/mL. A curva
padrao foi utilizada apenas quando a reta de regressao assumiu valor de
pelo menos 0,98.

3. Além das amostras terem sido plagueadas em duplicatas em trés
diferentes concentracfes, totalizando seis pontos por amostra, um controle
positivo foi adicionado, totalizando 12 pontos por amostra. Cada amostra
recebeu uma concentracdo de 10 EU/mL de endotoxina de E.coli para
verificagcdo da porcentagem de recuperacdo de endotoxina da amostra
(PPC). PPCs de 50 a 200 s&do considerados aceitaveis de acordo com o
manual. PPCs maiores do que 200 podem demonstrar que a amostra sofre
reacdes de amplificacdo da reacdo. PPCs menores podem significar inibicdo
ou mesmo quantidade insuficiente de amostra, que necessite de uma

diminui¢éo na diluigao.
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4. Experimentos pilotos demonstraram a necessidade de modificagdo no
protocolo. Apesar de ndo fornecido pelo kit, foi utilizado o Beta-blocker
(Cambrex, Co), para inibicdo da reacdo com B(1-3)-D-Glucano presente no
material. O Beta-Blocker foi adicionado em concentracdo de 50uL de Beta-
blocker para 50 pL de amostra de filtros desconhecidos no poco, antes da
adicdo do tampéao LAL, responséavel por iniciar a reacdo em cascata.
7. O plagueamento exigiu utilizacdo de ponteira apirogénicas e o layout é o
demonstrado na Tabela 5:

Tabela 5 - Layout de distribuicdo de amostras para deteccdo de endotoxinas

nas placas.

B: solucao de tween utilizada no preparo das amostras (controle negativo).

P: endotoxina de padrédo de E.coli EU/mL em cada diluicdo (0,01; 0,1; 1; 10;

100).

Letras A, B, C, D, E, F, G: amostras de desconhecidas de filtros em cada

diluicdo (6x, 36x, 96Xx).

Letras A’, B'. C', D', E’, F', G’: controle positivo com adicdo de endotoxina de

E.coli a 10 EU/mL em cada diluicdo de amostra (6x, 36x, 96x).
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B B A36 |A36 |B96 |B96 |D6 D6 E36 |E36 |F96 |F96
P0,01 |PO,01 |[A36’ |A36" |B96' |B96’ |D6’ D6’ E36° |E36" |F96’ |F9¢6’
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Amostras de material particulado

Coleta

Filtros de teflon (TefloTM W/Ring, PTFE Membrane W/PMP Ring, 2,0um,
37 mm, Pall Corporation, Michigan, USA) foram utilizados nessa amostragem.
Os filtros foram pesados (balangca UMX 2, Micronal SA) em sala climatizada
antes e depois da coleta para verificacdo da quantidade de material particulado
em microgramas, em triplicatas.

Os filtros eram colocados em placas de petri fechadas e armazenados a
temperatura ambiente até o momento de andlise.

Eram entdo introduzidos no EDX-700HS (Shimadzu Corporation,
Analytical instruments Division, Japao) para que os resultados fossem emitidos
de forma comparativa ao padrdo NIST 2783.

Os elementos quimicos foram analisados através de Fluorescéncia de
Raio X (EDX). A medicdo consiste em excitar com raios X os elementos da
amostra, 0s quais tendem a ejetar os elétrons do interior dos niveis dos 4tomos,
e como consequéncia disto, elétrons dos niveis mais afastados realizam um
salto para preencher a vacancia. Cada transicéo eletronica constitui uma perda
de energia para o elétron e esta energia € emitida na forma de um foton de
raios X, de energia caracteristica e bem definida para cada elemento,
representados através de linhas espectrais.

Dessa forma foram passiveis de identificacdo em ppm os elementos
quimicos: Al, As, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sb, Ti, V, Zn, Rb, S,
Si.



Dados meteorologicos

Os dados de temperatura e umidade relativa do ar foram fornecidos pelo
Departamento de Ciéncias Atmosféricas USP/IAG/ACA, Campus da
Universidade de S&o Paulo.

Os dados foram coletados na estagdo diariamente em intervalos médios

de 5 minutos, para entdo serem convertidos em dados médios diarios.

Extracdo do PM,s a partir de filtros de fibra de vidro

ApGs a coleta, os filtros de fibra de vidro (Energética ltda) foram
armazenados em temperatura ambiente, com sobreposicdo da superficie de
coleta. Foram escolhidos para instilagao, os filtros dos dias 15 de maio e 22 de
maio. Para controle, foi realizada a mesma metodologia com filtro branco.

Tais filtros foram submetidos a sonicacdo em 100 mL de PBS por
periodo de 5 horas. O material foi entdo centrifugado a 1800 rpm por 30
minutos e 15°C (Centrifuga GS-6R, Beckman) e o sobrenadante foi removido. O
material foi deixado na estufa em temperatura de 50°C por 24 horas para
secagem total.

Apés esse processo, 0 material foi pesado e ressuspendido em volume
final de PBS necessario para que fosse atingida a concentragdo de 100 pg a

cada 0,3 mL (volume administrado posteriormente nos animais).

Contagem de fungos

Dada a diferenca na metodologia de extracdo desse filtro para os demais
analisados, foi realizada uma nova contagem de fungos em céamara de
Neubauer.

Dessa forma, 10 pL de cada amostra, inclusive da solucdo controle,

foram adicionados a cAmara para contagem diferencial segundo a férmula:
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Contagem de esporos = n° total de esporos nos cinco pontos selecionados na

figura 9 x 5.10% x volume de PBS para supensao do PM3 5.

|

00 nu.

1.00

Figura 9. Método de contagem de esporos fungicos em camara de Neubauer

apos extracao a partir filtros de fibra de vidro.

Inibicdo de endotoxinas na amostra

A fim de controlar o experimento para endotoxinas, também indutoras de
respostas inflamatérias, foi adicionado o antibiético Sulfato de Polimixina B —
Eurofarma laboratorios Ltda - (liga-se a porcédo do lipidio A da endotoxina) a
concentracdo de 10pg/mL de solucdo final de PM,s uma hora antes da
instilacdo, de acordo com outros autores (69, 98). O preparo foi deixado em
estufa a 37°C.

Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos adultos (8 semanas), pesando
aproximadamente 250 gramas, provenientes do biotério central da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos entre
22 e 23°C, com umidade controlada e ciclos de noite/dia de 12 em 12 horas.

Comida e agua foram fornecidas ad libitum.
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Desenho experimental

Os 24 ratos foram subdivididos em 3 grupos:
- C (n=8): grupo que recebeu solucao extraida a partir de filtro branco.
- A (n=8): grupo que recebeu PM,s a concentracdo de 100 pg/0,3 mL e
concentracdo de fungos 21x10* esporos/mL ou 6,3x10? esporos/pug de PM.s.
- B (n=8): grupo que recebeu PM,s a concentracdo de 100 pg/0,3 mL e

concentracdo de fungos 60x10* esporos/mL ou 18x10? esporos/pg de PM,s.

Instilag&o traqueal

Os ratos foram pesados e anestesiados via intraperitoneal com Ketamina
(Cristélia produtos quimicos farmacéuticos ltda) e Rotum (Bayer S/A) a
concentracdes de 75mg/Kg e 15mg/Kg, respectivamente. ApOs este
procedimento, foram submetidos a intubacdo traqueal através de um
laringoscopio pediatrico adaptado e um tubo de polietileno 14G, que funciona
como um tubo endotraqueal (figura 10). Cada solucéo teste em volume de 0,3
mL foi injetada vagarosamente e em varias fases inspiratorias separadas,
através de uma seringa acoplada ao tubo endotraqueal. Os animais foram
submetidos a um periodo de recuperacao entre as instilagbes, devido ao reflexo

de apnéia que ocorre em cada tempo.
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Figura 10 . Instilacdo de fungos e material particulado em ratos machos Wistar.
Grupo C recebeu solucao extraida a partir de filtro branco.

Grupo A recebeu PM;5 a concentracdo de 100 pug e concentracdo de fungos
21x10% esporos/mL

Grupo B recebeu PM;5 a concentracdo de 100 pg e concentracdo de fungos

60x10” esporos/mL
Lavado broncoalveolar

Apbs 24 horas, os ratos foram anestesidados e procedeu-se com a
eutanasia via seccdo total da aorta abdominal. Para a realizacdo do Lavado
Broncoalveolar (LBA) realizou-se uma tragueostomia. Cerca de 5 ml de PBS foi
infundida na traquéia através da céanula traqueal, por 3 vezes consecutivas,
totalizando um volume de 15 ml e acondicionado a 4°C até proxima etapa da

metodologia.
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Contagem global de leucécitos— camara de Neubauer

Os lavados foram centrifugados a 1600 rpm, por 10 minutos a 5°C
(Centrifuga GS-6R, Beckman). O sobrenadante foi alicotado em tubos
eppendorf e estocados a -70°C para posterior analise de citocinas.

O “pellet” foi ressuspenso em volume de 1mL de PBS e homogeineizado
suavemente. Foram coletados 10uL para adicdo em camara de Neubauer. A
contagem foi realizada nos campos assinalados na figura 11.

A férmula utilizada foi:

Contagem total de células/mL= Média da contagem dos quadrantes X 10* X

diluicdo utilizada na amostra.

S|
bl

Figura 11 . Método de contagem de leucécitos em camara de Neubauer a partir

de suspenséo do lavado broncoalveolar

Contagem diferencial de leucocitos

A partir da mesma suspensao de 1mL de PBS, foram coletados 100 pL e
adicionados em centrifuga de cytospin (Cytospin 3 - Shandon) e processados a
450 rpm durante 6 minutos. O material depositado na lamina do cytospin foi
corado com Diff Quick (Baxter Dade, Dudingen, Suica) para contagem

diferencial a partir das caracteristicas morfolégicas em microscépio optico.
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O célculo da quantidade de células por mL de lavado broncoalveolar foi
realizado a partir da contagem relativa de cada célula multiplicada pela

guantidade total de leucocitos/mL obtida pela Camara de Neubauer.

Analise de citocinas

O lavado obtido foi testado para citocinas de respostas Tyl e Ty2: TNF-
a, IFN-y, IL-4 e IL-6 usando kits ELISA de captura (BD Phar-Mingen, San
Diego, CA).

Os pocos foram sensibilizados com 50ul de anticorpos monoclonais
(capture), durante 12h, entre 4 e 8C. As placas foram, entdo, lavadas com
PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com 200ul de PBS-BSA 1%, por
1h, em temperatura ambiente. ApOs serem novamente lavadas, foram
adicionados 100pl das amostras de lavado broncoaveolar e os padrdoes. Em
seguida, foram incubadas por 2h, em temperatura ambiente. Apés esse periodo
de incubacéo, as placas foram novamente lavadas com PBS-Tween 20 0,05% e
foram adicionados 50ul do conjugado “Working detector (detection Ab + avidin-
HRP)” em cada orificio, sendo incubado por 1h, em temperatura ambiente.
Apobs esse periodo de incubacgédo, as placas foram novamente lavadas 10x com
PBS Tween 20 0,05% e foram adicionados 50ul do substrato (TMB substrate
reagent set Pharmigen), sendo incubadas em temperatura ambiente, no escuro,
por 30 minutos. A reacao foi parada com 25ul de H,SO,4 2N e as leituras foram
feitas em comprimento de onda de 450nm (Multskan EX, USA.).

Os limites de deteccédo dos testes foram os seguintes: 31,25 pg/mL (TNF-
a e IFN-y), 1,6 pg/mL (IL-4) e IL-6 (78 pg/mL) for IL-6, de acordo com

determinacédo do fabricante.
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Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado SPSS verséo 16.0.

De acordo com os resultados de teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, foram utilizados testes paramétricos ou ndo paramétricos:
- Comparacéo da concentragdo de fungos entre estacdes — Teste T de student;
- Comparacédo da concentracdo de material particulado entre estacbes — Teste
T de student;
- Modelos de regressao linear entre fungos, parametros meteorolégicos e
material particulado, exceto para ascOsporos sem pigmentacdo e material
particulado em que foi utilizada correlacdo através de Spearman;
- Regresséo linear multipla com modelos de interagdo para fungos, PM,s e
umidade;
- Andlise de componentes principais para componentes quimicos, seguida de
regressao linear em relacdo a fungos e endotoxinas;
- Regressao linear multipla com modelos de interacdo para endotoxinas,
parametros meteoroldégicos e material particulado apods categorizacdo de
variaveis.
- Teste de Kruskall-Wallis para analise de variancia da concentracdo de
citocinas presentes no lavado broncoaveolar dos ratos, seguida de comparagao
multipla de Dunn.
- Teste de Kruskall-Wallis para analise de variancia da contagem total e
diferencial de leucdcitos presentes no lavado broncoalveolar.

Os testes foram considerados significantes a a <0,05.



Resultados

Resultados Boston

CAPS

Os resultados fornecidos pelos filtros MCE para cultura e contagem total
de esporos fungicos antes de serem concentrados mostraram que contagem
total resultou em maior concentracdo do que a cultura (p<0,05), com valores
médios de 1100 esporos/m® e 245 CFU/m® respectivamente. Apds a
concentracdo do material particulado, o mesmo padrao foi observado (p<0,05),
com valores médios de 66878 spores/m® para contagem total e 7146 CFU/m?
para cultura. Em média, cultura correspondeu a 22% da contagem total antes
da concentracdo e 11%, apds a concentracdo. O Concentrador de particulas foi
capaz de concentrar 0s esporos atravées de ambas as metodologias, porém néo
30 vezes (p>0,05), como é observado para o material particulado total. A cultura
e contagem total forneceram maior diversidade de géneros/grupos depois da
concentracdo, porém nao foi encontrada correlagéo significativa entre ambas as
metodologias. A andlise demonstrou que 5 de 9 de todos os géneros analisados
por cultura (incluindo frequientes como Aureobasidium sp e leveduras) foram
encontrados apenas por esse método. No entanto, a contagem total de esporos
foi capaz de coletar 22 géneros ou grupos adicionais, incluindo basidiésporos,
smuts, puffballs, ascésporos and mixomicetos, além de maior quantidade de

fungos cultivaveis (tabela 6). Fotos podem ser visualizadas no Apéndice 3.
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Tabela 6 - Géneros e grupos de fungos encontrados no Concentrador de

Particulas antes da concentracdo (“upstream”) e depois da concentracdo

(“downstream”) a partir de metodologias de cultura e contagem total na cidade

de Boston, MA. Valores de média seguidos de desvio padrdo em parénteses.

MCE- cultura (UFC/m °)

MCE- total (Esporos/m °)

Upstream | Downstream Upstream |[Downstream
Mitdésporos/cultivaveis
Alternaria sp 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) | 26,30 (74,39)
Aureobasisium sp 10,42 52,08
(29,46) (98,98)
Botrytis sp 0,00 (0,00) 62,50 2,90 (5,98) 73,38
(176,78) (105,23)
Cladosporium sp 98,96 1193,01 133.59 1770,07
(191,51) (1637,19) (341,52) (3615,73)
Paecilomyces sp 0,00 (0.00) 99,26
(191,86)
Penicillium/Aspergillus-like 20,83 2333,33 57,06 3067.84
(58,93) (2471,26) (96,37) (3433,43)
Rhizopus sp 0,00 (0,00) 41,67
(77,15)
Zigomiceto nao identificado | 0,00 (0,00) 62,50 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
(176,78)
Leveduras 26,04 568,01
(73,66) (1095,52)
Outros/ndo esporulantes 88,54 2734,07 8,29 (17,74) 340,22
(161,58) (2425,75) (391,33)
Smuts 8,26 701,26
(23,37) (1301,58)
Basidiosporos
Agrocybe-like 7,29 606,62
(15,08) (1063,73)
Boletaceae 0,00 (0,00) 52,60
(148,78)
Coprinus-like 9,99 493,93
(18,87) (670,52)
Ganoderma sp 2,57 0,00 (0,00)
(7,28)
Fomes fomentaria 0,00 (0,00) 318,59
(739,05)
Basidiosporos hialinos 701,91 49328,03
(1024,66) (86625,55)
Panoelus sp/Psathyrella sp 2,07 0,00 (0,00)
(5,84)
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Russula 0,00 (0,00) 52,60
sp/Lactarius/Melanophyllum (148,78)
Puffball 4,13 27,59
(11,68) (78,04)
Outros/nao identificados --- 2,07 210,41
(5,84) (595,13)
Asclsporos
Ascésporos sem 46,84 4660,18
pigmentacao (100,11) (9099,26)
Diatrypaceae - 28,92 17.04
(81,79) (48.,19)
Leptospheria-like 2,07 87,97
(5,84) (122,70)
Phaeosphaeria annulata 0,00 (0,00) 26,30
(74,39)
Pleuroceras tenella 0,00 (0,00) 55,19
(156,09)
Sporormiella sp 0,00 (0,00) 27,59
(78,04)
Venturia-like 2.07 0,00 (0,00)
(5,84)
Xylaeriaceae 413 0,00 (0,00)
(11,68)
Outros/nao identificados --- 2,07 249,27
(5,84) (501,27)
Mixomicetos 4,13 328,37
(11,68) (461,52)
Outros esporos/nao 157,52 4356,97
identificados (217,32) (4291,08)

--- Nao identificaveis por essa metodologia.

A proporcéo de unidades formadoras de colbnia antes da concentracao

fornecida pela cultura variou de 3,6 to 101,97 ufc/ug de PM,s (média de 14,8

ufc/pg , desvio padrao: 36.6 ufc/pg) e os resultados para contagem total

variaram de 36,5 a 2159 esporos/pug de PM; s (média de 417 esporos/pg, desvio

padréo: 853 esporos/ug). Uma analise de correlacdo com dados meteorologicos

mostrou que apenas ascosporos incolores foram correlacionados fortemente a

CAPs (p=0.89, p<0.05).




Andersen e personal Burkard

A comparacao entre esses dois amostradores de curta duracdo mostrou
gue Personal Burkard é capaz de coletar uma concentracdo total de esporos
maior do que Andersen (p<0,001), com valores médios respectivos de 2457,68
esporos/m® e 232,69 CFU/m?® durante a primavera e 21968,38 esporos/m®
versus 439,72 ufc/m?® durante o verdo. Em média, cultura correspondeu a 9,5%
das contagens totais de esporos durante a primavera e 2% durante o verdo. A
cada 5 horas, 13 amostras foram coletadas a fim de verificar a variagdo diaria.
Os resultados para ambos os amostradores mostraram maiores concentracoes
de fungos durante o verdo (p<0,001), no entanto, ndo houve uma variagao
diaria singinificativa (p>0,05) apesar da tendéncia do Andersen em coletar
maior quantidade de fungos durante o verdo nos periodos de 2h30 a 5 horas
(figura 12) e Burkard de apresesentar alguns picos durante o verdo nas
primeiras horas (figura 13).
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Figura 12 . Concentracdo de fungos coletados pelo amostrador de ar Andersen
em periodo de 5 horas de coletas intervalares de 15 minutos durante a
primavera e verdo na cidade de Boston, MA. N&o houve diferenca na
periodicidade diaria (p>0,05).
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Figura 13 . Concentracdo de fungos coletados pelo amostrador de ar Personal
Burkard em periodo de 5 horas de coletas intervalares de 15 minutos durante a
primavera e verdo na cidade de Boston, MA. N&o houve diferenca na
periodicidade diaria (p>0,05).

Apesar da alta concentracdo de esporos alcangada pelo Burkard, ambos
0s amostradores apresentaram mesma variacao relativa (p>0,05). Assim, uma
correlacdo moderada foi encontrada entre ambos os amostradores (p =0.58,
p<0.001).



Quando analisados os fungos cultivaveis, dos 29 géneros ou grupos,
apenas 7 foram encontrados através de ambas as metodologias. Andersen foi
capaz de coletar 13 géneros ndo encontrados nas amostras do Burkard, sendo
gue este foi capaz de coletar 7 géneros cultivAveis ndo encontrados no
Andersen (tabela 7). Ainda, o personal Burkard foi capaz de coletar 32 géneros
ou grupos adicionais, incluindo basididésporos, smuts, puffballs, ascosporos e
mixomicetos. Uma correlagdo moderada foi encontrada entre as metodologias
(p =0.33). Quando analisados os géneros comuns coletados por ambos, foi
possivel constatar que Pen/Asp, Cladosporium sp, Alternaria sp, Botrytris sp e
Curvularia sp ndo séo dependentes do horério da amostra, porém dependentes
da estacdo e amostrador, com concentracdes maiores durante o verao.
Epicoccum sp mostrou efeito de estacdo (encontrado apenas no verao) nao

dependente de amostrador.

Tabela 7 - Géneros e grupos encontrados a partir de amostradores de ar de
curta duracado Andersen e Personal Burkard na cidade de Boston, MA. Valores

de média seguidos de desvio padrdao em parénteses.

65

Personal Burkard (Esporos/m °)

Andersen (UFC/m 2)

Primavera | Verdo Primavera |  Verdo
Mitdésporos/cultivaveis
Alternaria SP 4,24 (10,24) 21,79 (43,71) 1,70 (3,82) 1,39 (5,10)
Aureobasidium SP 7,79 (14,01) 2,90 (6,75)
Botrytis SP 3,28 (10,76) 16,00 (19,16) 0,08 (0,78) 0,51 (2,25)
Cercospora SP 0,00 (0,00) 1,35 (7,95) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Choanephora SP 0,00 (0,00) 0,43 (1,78)

Cladosporium SP

88,88 (153,68)

1210,53 (1182,81)

30,75 (21,12)

239,41 (182,59)

Coelomicetos 0,91 (2,73) 0,00 (0,00)
Crysonilia SP 0,16 (1,48) 0,33 (1,54)
Curvularia SP 0,39 (2,59) 3,28 (9,03) 0,00 (0,00) 0,25 (1,73)
Drechslera-like 0,00 (0,00) 1,16 (5,10) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
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Epicoccum SP 0,96 (4,02) 4,05 (10,49) 0,00 (0,00) 0,77 (2,61)
Fusarium SP 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,25 (1.35)
Monochaeta SP 0,08 (0,79) 0,00 (0,00)
Nigrospora SP 0,00 (0,00) 0,19 (1,84) 0,00 (0,00) 0,08 (0,79)
Oidium SP 1,35 (9,51) 1,54 (5,64) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Outros mitésporos/ nao 6,55 (3,24) 13,30 (24,16) 147,37 (140,90) 87,69 (62,44)
identificados

Paecilomyces SP

0,64 (2,09)

0,66 (2,42)

Penicillium/Aspergillus-

82,32 (160,98)

239,83 (250,58)

16,98 (17,06)

72,29 (160,40)

like
Periconia SP 0,00 (0,00) 0,39 (2,59) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Pestalotia-like 0,00 (0,00) 0,19 (1,84) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Pithomyces SP 0,19 (1,84) 2,70 (9,03) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Polyntrincium trifolli 0,00 (0,00) 3,66 (7,63) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Thaminidium SP 0,09 (0,85) 0,00 (0,00)
Torula SP 1,54 (8,12) 4,24 (29,86) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Trichoderma SP 0,08 (0,77) 0,08 (0.77)
Ulocladium SP 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,25 (2,38)
Zigomiceto nao 0,16 (1,06) 0,00 (0,00)
identificado
Leveduras 25,82 (23,30) 31,95 (54,66)
Rhizopus SP 0,08 (0,77) 0,49 (1,86)
Smuts 75,19 (177,17) 45,88 (118,09)

Basidioporos

Agrocybe-like 0,39 (2,59) 1,35 (9,51)
Boletaceae 0,00 (0,00) 91,96 (78,60)
Calvatia/Lycoperdon 0,00 (0,00) 0,19 (1,84)
Chlorophyllum SP 0,00 (0,00) 0,77 (4,46)
Coprinus-like 14,84 (27,67) 62,08 (56,54)
Cortinarius SP 0,00 (0,00) 1,35 (5,98)
Fomes fomentella 16,39 (26,90) 3,08 (12,15)
Ganoderma SP 0,77 (3,62) 509,35 (397,69)
Basidiésporos hialinos | 1507,62 (2004,42) | 17647,97 (10162,78)
Inocybe-type 0,58 (3,15) 4,4 (39,28)
Outros basidiosporos 21,40 (34,58) 192,79 (116,09)
Panoellus/Psathyrella 3,08 (8,90) 5,40 (10,69)
Russula/Laccaria 0,19 (1,84) 35,28 (48,68)

Tomentella-like

0,39 (2,59)

25,64 (33,01)
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Puffball 3,08 (14,23) 14,84 (27,91)
Ascésporos
Apiosporina morbosa 0,00 (0,00) 0,19 (1,84)
Ascésporos incolores 160,98 (281,89) 454,79 (510,36)
Diatrypaceae 26,41 (71,59) 1,16 (5,73)
Leptosphaeria-like 4,82 (9,81) 33,55 (37,69)
Paraphaeosphaeria 0,39 (2,59) 2,89 (8,78)
michotii
Phaeosphaeria 2,12 (8,20) 6,94 (13,30)
annulata
Pleuroceras tenella 0,00 (0,00) 2,89 (11,18)
Pleurospora- like 1,16 (5,10) 0,58 (3,15)
Sporormiella SP 0,19 (1,84) 0,19 (1,84)
Outros/ ndo 9,45 (17,60) 20,05 (33,35)
identificados
Venturia-like 16,39 (29,91) 15,23 (22,07)
Xylariaceae 1,35 (5,38) 15,42 (25,87)
Mixomiceto 3,47 (9,51) 103,53 (162,17)
Rusts 0,58 (3,15) 1,16 (11,03)
Zygophiala 0,00 (0,00) 0,58 (4,09)
jamaicensis
Outros/nao 396,76 (387,63) 1142,66 (662,16)
identificados

--- N&o identificaveis por essa metodologia

Filtros MCE e Recording Burkard.

A comparacao entre esse dois amostradores de longa duragdo mostrou

gue Recording Burkard é capaz de coletar uma concentracdo de esporos maior

do que os filtros MCE (p<0,001), com valores médios respectivos de 7004,02

esporos/m® e 1062,80 esporos/m® durante a primavera 40061,42 esporos/m®

versus 6566,37 esporos/m® durante o verdo. Novamente, a concentracéo de

esporos no ar durante o verdo foi maior do que na primavera para ambas as

metodologias (p<0.001) e este efeito foi dependente do amostrador (p<0.001),

dado que a diferenca do Burkard entre as estagfes foi mais pronunciada (figura

14).
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Figura 14 . Concentracfes de esporos fungicos coletados pelo amostradores de
ar Recording Burkard e filtros MCE durante primavera e verao na cidade de
Boston, MA (p<0.001).

De todos os 38 géneros ou grupos identificados pelas metodologias,
apenas “rusts” (encontrados apenas em uma amostra) coletados pelos filtros
MCE nédo foram encontrados no Recording Burkard. Ainda, 10 géneros ou
grupos coletados pelo Burkard n&o foram encontrados nos filtros MCE,
sugerindo que o Burkard ndo é apenas capaz de coletar mais esporos, mas

também uma maior diversidade (tabela 8).
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Tabela 8- Géneros e grupos encontrados a partir de amostradores de ar de
longa duracdo Recording Burkard e filtros MCE. Valores de média seguidos de

desvio padrdo em parénteses.

(SEeSvpeglrggalyr/ne%posure Burkard Filtros MCE (Esporos/m 3)

Primavera |Verao Primavera Verdo
Mitdsporos
Alternaria sp 0,00 (0,00) 40,45 (63,91) 0,98 (2,59) 2,55 (6,74)
Botrytis sp 0,00 (0,00) 13,48 (15,69) 0,00 (0,00 17,21 (45,52)
Cercospora sp 0,00 (0,00) 1,50 (3,96) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Cladosporium sp 96,37 (54,7) 1429,21 (650,57) | 9,04 (14,34) (2f§64f3)
Curvularia sp 0,58 (1,43) 1,5 (3,96) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Epicoccum sp 0,8 (1,95) 5,99 (11,89) 0,00 (0,00) 5,09 (13,48)
Oidium sp 1,75 (4,28) 1,5 (3,96) 0,00 (0,00) 2,15 (5,69)
Outros mitésporos.ndo
identificados 3,79 (7,2) 3,00 (5,12) 2,86 (7,58) 21,44 (32,48)
Penicillium/Aspergillus- 393,25
like 109,47 (47,41) | 522,85 (279,79) 50,74 (48,02) (273.57)
Pithomyces sp 0,00 (0,00) 5,99 (8,25) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Polyntrincium trifolli 0,00 (0,00) 3,00 (5,12) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Torula sp 0,00 (0,00) 7,49 (15,69) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Smuts 20,94 (26,35) | 35,96 (43,6) 7,37 (9,5) 33,2 (50,59)
Basidiésporos
Boletaceae 0,00 (0,00) 116,85 (120,4) 0,00 (0,00) 48,03 (45,83)
Coprinus-like 12,32 (7,87) 79,4 (82,76) 0,00 (0,00) 16,86 (15,64)
Fomes fomentella 19,52 (25,79) | 3,00(5,12) 10,13 (19,71) | 5,46 (7,27)
Ganoderma sp 0,00 (0,00) 722,1 (714,22) 0,00 (0,00) 181,08 (202,9)
Basidiésporos hialinos 6080,1 33875,66 601,25 4392,05

(6533,99) (20910,57) (1045,25) (3222,07)
Inocybe-type 0,00 (0,00) 4,49 (11,89) 1,78 (4,71) 8,96 (12,62)
Outros
basidiésporos/nao 11,19 (18,07) | 224,72 (138,45) 8,79 (14,88) 67,78 (78,71)
identificados
Panaeolus/Psathyrella | 4,14 (5,63) 5,99 (10,23) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Puffball 8,97 (14,03) 10,49 (10,49) 0,00 (0,00) 33,29 (38,1)
Russula/Laccaria 0,00 (0,00) 29,96 (32,85) 4,18 (11,06) 15,16 (17,63)
Tomentella-like 0,00 (0,00) 32,96 (56,61) 0,00 (0,00) 19,36 (51,21)
AscOsporos

. , 302,63

Ascésporos incolores | 112,08 (122,3) | 1035,21 (534,79) | 73,14 (154,22) (290,72)
Diatrypaceae 44,67 (109,42) | 3,00 (7,93) 7,51 (15,11) 0.00 (0.00)
Leptosphaeria-like 3,67 (4,75) 34,46 (35,16) 1,78 (4,71) 8,14 (10,39)
outros i 27,06 (58,8) | 32,96 (39,44) 3,7 (7,24) 16,53 (33,11)
ascosporos/néo
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identificados

z?gﬁgtri‘f‘e“phae”a 0,00 (0,00) 3,00 (5,12) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Phaeosphaeria

Anniladn 0,87 (2,14) 16,48 (25,59) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Pleuroceras tenella 0,87 (2,14) 4,49 (11,89) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Pleurospora-like 0,00 (0,00) 1,5 (3,96) 0,00 (0,00) 1,48 (3,91)
Venturia-like 7,87 (14,74) | 25,47 (16,97) 10,61 (16,18) | 0,00 (0,00)
Xylariaceae 0,8 (1,95) 23,97 (37,18) 8,89 (23,53) | 5,38 (9,44)
Mixomicetos 3,74 (5,82) 188,76 (298,52) | 4,25 (7,38) 49,78 (60,28)
Zygophiala 0,00 (0,00) | 5,99 (10,23) 0,00 (0,00) | 0,00 (0,00)
jamalcenslis

Outros esporos/nao 432,44 252,12

identificados (256,72) 1508,61 (743,13) | 351 og) 612,4 (466,78)
Rusts 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 1,47 (3,88)

Apesar disso, a anélise de regressao resultou em R? de 65% (intervalo
de confianca de 95%, 3,90 a 6,53), sugerindo relativa acurécia entre os dois

amostradores, apesar de o Burkard ser 3,90 a 6,53 vezes melhor do que MCE.

Filtro MCE- cultura e contagens totais

Amostras de ambientes externos provenientes de filtros MCE também
foram comparadas para cultura e contagem total. Contagens totais mostraram
maior concentracdo de fungos anemodfilos do que a cultura (p=0,001) com
valores médios respectivamente de 1069 esporos/m*® e 310 UFC/m?® durante a
primavera e 6566 esporos/m? versus 830 UFC/m? durante o verdo. Em média, a
cultura correspondeu a 29% do total na primavera e quase 13% no verdo. A
contagem total de esporos foi significativamente maior no verdo (p=0,01) e os
resultados de cultura mostraram uma tendéncia de maior contagem de colbnias

no verao, porém nao significativa (p=0,054) (figura 15).
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Figura 15. Concentracdes de fungos coletados através de cultura e contagem
total de esporos em filtros MCE durante primavera e verdo na cidade de Boston,
MA. Cultura (p=0,054) e Contagem total (p=0,01).

Dos 37 géneros ou grupos analisados, apenas 4 foram identificados por
ambas as metodologias e 6 foram encontrados apenas através da cultura. No
entanto, contagem total forneceu 28 géneros ou grupos adicionais, incluindo
basididsporos, smuts, puffballs, ascosporos e mixomicetos (tabela 8). No
entanto, a correlacdo entre ambas as metodologias foi elevada p=0.87,
(p<0.001).
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Tabela 9 - Géneros e grupos encontrados a partir de filtros MCE (cultura e

contagens totais de esporos) na cidade de Boston, MA. Valores de média

seguidos de desvio padrdo em parénteses.

MCE total (Esporos/m °)

MCE cultura (UFC/m °)

Primavera [Verao Primavera  Ver&o
Mitésporos/cultivaveis
Alternaria sp 0,98 (2,59) 2,55 (6,74) 5,95 (15,75) | 5,95 (15,75)
Aureobasidium sp 0,00 (0,00) | 11,9(31,5)
Botrytis sp 0,00 (0.00) 17,21 (45,52) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Cladosporium sp 9,04 (14,34) 282,43 (180,13) | 59,52 407,74
(139,98) (436,65)
Crysonilia sp 0.00 (0.00) | 5,95 (15,75)
Curvularia sp 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) | 5,95 (15,75)
Epicoccum sp 0,00 (0,00) 5,09 (13,48) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Oidium sp 0,00 (0,00) 2,15 (5,69) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Outros mitésporos/nao 2,86 (7,58) 21,44 (32,48) 178,57 196,43
identificados (188,6) (98,35)
Paecilomyces sp 0,00 (0,00) | 5,95 (15,75)
Penicillium/Aspegillus- 50,74 (48,02) | 393,25 (273,57) | 71,43 148,81
like (92,28) (178,58)
Polythrincium trifolii 0,00 (0,00) 2,90 (4,95) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Rhizopus sp 0,00 (0,00) | 5,95 (15,75)
leveduras 14,88 53,57 (46,36)
(26,12)
Smuts 7,37 (9,5) 33,2 (50,59)
Basidiosporos
Agrocybe-like 3,68 (7,23) 9,92 (14,94)
Boletaceae 0.00 (0.00) 48,03 (45,83) -
Coprinus-like 0.00 (0.00) 16,86 (15,64)
Fomes fomentella 10,13 (19,71) | 5,46 (7,27)
Ganoderma sp 0.00 (0.00) 181,08 (202,9) -
Basidiésporos hialinos 601,25 4392,05
(1045,25) (3222,07)
Inocybe-type 1,78 (4,71) 8,96 (12,62)
Outros 8,79 (14,88) 67,78 (78,71)
basidiésporos/néo
identificados
Puffball 0.00 (0.00) 33,29 (38,1)
Russula/laccaria 4,18 (11,06) 15,16 (17,63)
Tomentella-like 0.00 (0.00) 19,36 (51,21) -

Asclsporos

Ascésporos incolores

73,14 (154,22)

302,63 (290,72)

Diatrypaceae

7,51 (15,11)

0.00 (0.00)

Leptosphaeria-like

1,78 (4,71)

8,14 (10,39)
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Outros ascOsporos 3,7 (7,24) 16,53 (33,11) ---
Phaeosphaeria annulata | 0,00 (0,00) 10,4 (9,87)
Pleurospora-like 0,00 (0,00) 1,48 (3,91)
Venturia-like 10,61 (16,18) | 0,00 (0,00)
Xylariaceae 8,89 (23,53) 5,38 (9,44)
Rust 0,00 (0,00) 1,47 (3,88)
Mixomicetos 4,25 (7,38) 49,78 (60,28)
Outros esporos/néo 252,12 612,4 (466,78)
identificados (351,08)

--- N&o identificaveis por essa metodologia

Resultados Sdo0 Paulo

As amostras foram coletadas durante os periodos de outono e inverno,
caracterizados por possuirem baixa umidade relativa e apresentarem elevadas

concentracdes de fungos (148) e material particulado em S&o Paulo (186).

Fungos e dados meteorologicos

Assim como em Boston, duas metodologias foram escolhidas
inicialmente para a analise de fungos: contagem total e cultura. No entanto, as
coletas realizadas no Brasil foram feitas por 24 horas (em Boston, o periodo de
coleta em Concentrador foi de 5 horas), dado que nao foram coletadas em
ambiente de concentrador e objetivou-se analisar a exposicdo diaria a
contaminantes bioldgicos e material particulado. O elevado periodo de coleta
resultou em dados negativos para cultura de fungos, sendo apresentados nessa
tese apenas resultados de contagem total. Vale ressaltar que a metodologia
utilizada no presente estudo possibilitou pela primeira vez que anélises de
fungos em periodos de 24 horas continuas fossem realizadas na atmosfera de
Séo Paulo.

Os resultados mostraram que as amostras coletadas no outono e inverno
ndo apresentaram concentracdo significativamente diferente de fungos na

atmosfera (p>0,05), apesar de uma tendéncia de maiores concentragdes no




inverno. As médias de outono foram de 19322 esporos/m® (DP: 11768
esporos/m®) e médias de inverno de 22306 esporos/m*(DP: 10319 esporos/m?®).

Devido a falta de evidéncias de que haveria diferenca entre as estacoes,
o restante da andlise dos dados foi realizada em conjunto.

Em relacdo aos parametros meteorologicos, serdo mostrados aqui
resultados de analises dois a dois. Modelos de interacdo serdo mostrados em
item “fungos, PM,s e parametros meteorologicos”. Tais modelos foram
utilizados devido ao fato de que, dependendo do género analisado, existe uma
tendéncia de aumento ou diminuicdo da quantidade de acordo com a umidade.
No entanto, € sabido da literatura que a quantidade de material particulado
também é dependente da umidade, aumentando em periodos secos, tipicos de
inverno. Dessa forma, modelos de interacdo mostram a variavel que melhor
explica a variabilidade de fungos encontrada nesse estudo.

RegressOes ajustadas para fungos e temperatura ndo resultaram em
andlises significantes, portanto os dados a seguir sdo referentes apenas a
umidade.

Os géneros Penicillium/Aspergillus apresentaram correlagdo inversa
fraca (R% 0,142; p < 0,05), porém significante com umidade (figura 16),
similares a resultados para o género Cladosporium sp (R% 0,139; p < 0,05) —
(figura 17).
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PenlAsp versus Umidade Relativa
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Figura 16 . Regressao entre Pen/Asp e umidade relativa na cidade de Sao
Paulo. p<0,05

Cladosporium versus Umidade Relativa
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Figura 17. Regresséao entre Cladosporium sp e umidade relativa na cidade de
Séo Paulo. p<0,05
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Os proximos resultados significantes foram encontrados para AscOsporos
sem pigmentacao, com correlacdo moderada (p=0,38; p<0,05) — figura 18.

Ascosporos sem pigmentagao versus Umidade Relativa
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Figura 18. Correlacdo entre Ascosporos sem pigmentacdo e umidade relativa
na cidade de Sao Paulo. p<0,05

Para fungos totais, foi encontrada correlagdo inversa, como mostra a
figura 19 (R% 0,111 p < 0,05).



Total de fungos versus Umidade Relativa
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Figura 19. Regresséao entre contagem total de fungos e umidade relativa na
cidade de Séo Paulo. p<0,05

Os principais géneros ou grupos identificados corresponderam aos
basidiosporos hialinos (correspondentes a aproximadamente 70% dos
identificados), seguidos por Cladosporium sp, ascésporos sem pigmentacao,

Penicillium/Aspergillus, Coprinus-like e basidiosporos pigmentados, sendo 0s
resultados listados na tabela 10.
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Tabela 10 - Principais géneros ou grupos encontrados a partir de filtros MCE na

cidade de S&o Paulo. Valores de média seguidos de desvio padrdo em

parénteses.

Filtros MCE- atmosfera de Sao Paulo

Total nas duas

Géneros (Esporos/m °) Estacdes do ano estacdes
Outono | Inverno
Mitésporos/cultivaveis
Alternaria sp 2,35 (6,29) 0,00 (0,00) 1,69 (5,41)
Pen/Asp 727,39 (508,63) 728,69 (377,73) 727,75 (470,50)
2.648,81
Cladosporium sp 2.015,55 (2.473,81) 4.260,76 (1.920,82) (2.523,26)
Torula sp 1,44 (5,29) 0,00 (0,00) 1,04 (4,51)
Polythrincium trifolii 0,82 (4,31) 0,00 (0,00) 0,59 (3,66)
Epicoccum sp 0,22 (1,16) 1,51 (5,02 0,58 (2,82)
Botrytis sp 3,59 (9,52) 0,00 (0,00) 2,58 (8,19)
Outros mitésporos/nédo
identificados 5,81 (11,73) 1,84 (6,12) 4,69 (10,53)
Smuts 5,32 (15,23) 9,76 (14,05) 6,58 (14,86)
Basidiosporos
Boletaceae 2,17 (6,37) 2,92 (9,68) 2,38 (7,32)

Coprinus-like

19,22 (24,05)

18,87 (28,32)

19,12 (24,95)

Badisiosporos
pigmentados

81,91 (115,05)

18,53 (25,40)

64,03 (102,03)

Basidiésporos hialinos 13.897,25 14.806,93 14.153,83
(7.789,56) (7.327,77) (7.577,29)
Inocybe-type 4,33 (10,43) 0,00 (0,00) 3,11 (9,01)
Russula/Laccaria 6,43 (10,88) 4,87 (11,22) 5,99 (10,85)
Puffball 0,00 (0,00) 4,89 (11,13) 1,38 (6,13)
AscOsporos
Ascoésporos bicelulares 6,16 (16,40) 0,00 (0,00) 4,43 (14,11)

Ascoésporos nao
pigmentados

406,78 (646,77)

262,95 (777,41)

366,21 (678,65)

Leptosphaeria-like 5,55 (22,15) 4,89 (11,13) 5,37 (19,53)
Phaeosphaeria
annulata 0,00 (0,00) 1,51 (5,02) 0,43 (2,67)
Pleuroceras tenella 2,85 (8,93) 0,00 (0,00) 2,04 (7,64)
Venturia-like 2,14 (8,37) 0,00 (0,00) 1,53 (7,12)
Xylariaceae 3,17 (7,37) 0,00 (0,00) 2,28 (6,38)
Outros ascosporos/nao
identificados 3,79 (11,75) 0,00 (0,00) 2,72 (10,05)
Outros esporos/néo 2.139,18 2.177,26 2.149,92
identificados (1.462,78) (1.562,47) (1.470,74)




PM;5
Os resultados mostraram diferenca de concentracdo de material
particulado entre as estagcbes (p<0,05), sendo que o inverno apresentou
concentracbes maiores (média: 39,3 p/m?®DP: 17,56) do que o outono (média:
26,4 p/m®, DP 14,86).
Além disso, 0 PM,s foi inversamente correlacionado & umidade (R?:

0,278; p<0,05) -figura 20, ndo tendo correlacéo significativa com a temperatura.

PM 2,5 versus Umidade Relativa

O Observed

—Linear
[+]

B0

umidade relativa (%)
Figura 20. Regressao entre PM, s e umidade relativa na cidade de S&o Paulo.
p<0,05

Andlise de componentes principais

Para andlise de elementos quimicos presentes no PM,s, foi utilizada
analise de componentes principais. Os resultados mostraram que trés fatores
foram responsaveis por explicar 75% dos resultados, a saber:

- Fator 1: basicamente elementos que sinalizam trafego de veiculos, incluindo
elementos de ressuspenséao da crosta: Ba, Ca, Fe, Zn, K e Si.
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- Fator 2: basicamente elementos que sinalizam emissdes industriais: Cr e Ni.
- Fator 3: basicamente elementos que sinalizam produtos de combustéo: Cu e
S.

Fungos, PM, s e dados meteorolégicos — modelos de regressao multipla

Novamente, foi demonstrado que os fungos representam porgéo
significativa do material particulado de diametro inferior a 2,5 micrdmetros. Os
resultados variaram de 236,11 esporos/pug de PM;sa 1345 esporos/ug de PM; 5
(média: 772,23 esporos/ug de PM,s; desvio padrdo: 400,37 esporos/ug de
PMys).

Um modelo inicial mostrou que a contagem total de fungos foi
positivamente associada ao PM;s (R?=0,341; p<0,05). No entanto, a regresso
linear multipla em que foi utilizado “total de fungos” como variavel dependente e
componentes principais, umidade, temperatura e massa de PM;s, como
variaveis independentes, demonstrou que o fator 1 foi o responsavel pela
melhor explicacédo da variabilidade de fungos no ambiente. Em outras palavras,
0s elementos quimicos se sobressairam em relacdo a massa do PM,s e
parametros meteorolégicos (R?=0,255; p<0,05) — figura 21 e elevacdo em uma
unidade no fator 1 foi correlacionada a um aumento de 1580 esporos na

atmosfera (tabela 11).
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Total de Fungos versus Fator 1

O Observed
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Figura 21. Modelo de regresséo da contagem total de fungos versus o fator 1
na cidade de Séo Paulo. p<0,05

Dessa forma, modelos de regressao linear multipla passaram a ser
adotados para o restante dos dados. Os géneros Penicillium/Aspergillus
apresentaram correlacdo inversamente proporcional a umidade, no entanto o
modelo de regressdo com interacdo demonstrou que o PM,s € o principal
responsavel por sua variabilidade no ar atmosférico (R?=0,186; p<0,05) — figura
22. O aumento em uma unidade de material particulado foi correlacionado a um

aumento de 20,1 na quantidade desses géneros no ar (tabela 11).



PeniAsp versus PM2,5

O Observed

2000 o — Linear
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Esporosim3
2

500+

PM 2,5 (ugim3)
Figura 22. Modelo de regressao entre os géneros Pen/Asp e massa de PM; s
na cidade de S&o Paulo, p<0,05.

No caso do género Cladosporium, os resultados mostraram que, apesar
de sua correlacdo inversa com a umidade e material particulado em modelos
isolados, em modelo conjunto com outros parametros, houve significancia
apenas o fator 1 da anélise de componentes quimicos (R*=0,406; p<0,05) —
figura 23. A variacdo de 1 unidade no fator 1 foi correlacionada a um aumento
de 1605 esporos desse fungo na atmosfera (tabela 11).
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Cladosporium versus Fator 1
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Figura 23. Modelo de regressao do género Cladosporium versus o fator 1 na
cidade de S&o Paulo. p<0,05

Em modelo isolado, basidiosporos hialinos apresentaram correlacdo
positiva com material particulado, porém, novamente em modelo conjunto, o
fator 1 da andlise de componentes quimicos foi o Unico que apresentou
significancia (R?=0,184; p<0,05), figura 24. A variacdo de 1 unidade no fator 1
foi correlacionada a um aumento de 347,3 esporos desse fungo na atmosfera
(tabela 11).
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Basidiésporos hialinos versus Fator 1
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Figura 24. Modelo de regressédo de basidiéspors hialinos versus o fator 1 na
cidade de S&o Paulo. p<0,05

Tabela 11 - Resultados dos modelos de Regressdo Linear Mdltipla entre

fungos, umidade, temperatura, massa de PM,s e componentes principais na
cidade de Sao Paulo.

Variavel dependente NVariavel independente Beta | Significancia
Fungos totais Fator 1 1580 0,001
Pen/Asp Massa de PM, 5 20,1 0,001
Cladosporium sp Fator 1 1605,96 0,000
Basidiésporos hialinos Fator 1 347,3 0,004

Endotoxinas

Teste inicial demonstrou que houve uma amplificacdo da cascata
enzimatica sem adicdo de [3-G-blocker, sugerindo que os glucanos presentes

na amostra amplificam a reacdo e mascaram os dados reais para concentracao
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de endotoxinas (dados ndo mostrados). A partir desses resultados, foi
adicionado o reagente em todas as amostras. Os resultados para endotoxinas
variaram de 0,03 EU/m?® a 0,29 EU/ m® (média: 0,10 e DP:0,07). Os dados para
associacao com PM; s mostraram que a variagao ocorreu de 0,46 EU/mg PM2,5
até 15,81 EU/mg PM2,5 (média: 5,52 e DP: 4,51), sem diferenca significativa
entre estacOes. Foram passiveis de analise 21 amostras.

Os modelos de regressdo linear mudltipla utilizando como variaveis
indepentes temperatura, umidade, massa de PM,5, composi¢cdo quimica e
fungos mostraram que as endotoxinas foram correlacionadas apenas as
medidas de temperatura, com R? 0,229 e p <0,05 (figura 25). O aumento da
guantidade de uma unidade de medida de temperatura foi associada a um
aumento 0,02 EU (coeficiente 3) de endotoxinas na atmosfera.

Endotoxinas versus Temperatura

O Observed

0,304 — Linear

0,20

Euim3

0,104

Temperatura (oC)

Figura 25. Modelo de regressao de endotoxinas versus temperatura
atmosférica na cidade de Sao Paulo. p<0,05

85



Lavado broncoaveolar
Os resultados do lavado broncoavoelar ndo mostraram diferencas

estisticamente significantes da contagem total ou diferencial de células no

lavado broncoalveolar (figuras 26-30).

Contagem total de leucécitos

20000

15000
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Contagem de células x1000/mL
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A B C

grupos

Error bars: 95% CI

Figura 26. Contagem total de leucdcitos a partir do lavado dos grupos A (100
Hg de PM, s; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM,s; 60x10* esporos/mL) e C
(filtro branco)
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Contagem de macrofagos
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Figura 27. Contagem de macrofagos a partir do lavado dos grupos A (100 ug

de PM,5; 21x10% esporos/mL), B (100 pg de PM,5; 60x10* esporos/mL) e C
(filtro branco)
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Figura 28. Contagem de linfécitos a partir do lavado dos grupos A (100 ug de

PM,5; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM,s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)



Contagem de eosindfilos
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Figura 29 . Contagem de eosindfilos a partir do lavado dos grupos A (100 pg de

PM,s; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM.s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)
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Figura 30. Contagem de neutrdfilos a partir do lavado dos grupos A (100 pg de
PM,s; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM,s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)
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No caso das ciotcinas, houve diferencas estatisticamente significantes
entre as citocinas dos grupos analisados.

As citocinas IFN-y e TNF-a apresentaram concentracao
significativamente superior no grupo A (100 pg de PM2,5; 21x10* esporos/mL),
quando comparado aos grupos B (100 pg de PM2,5; 60x10* esporos/mL) e C

(controle). Os grupos B e C ndo apresentaram diferenca significante (figuras 31
e 32).

IFN

15000+
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v Q O

Figura 31 . Concentracdo de IFN a partir do lavado dos grupos A (100 pg de

PM,5; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM.s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)
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Figura 32 . Concentracdo de TNF a partir do lavado dos grupos A (100 ug de

PM,5; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM,s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)



A citocina IL-6 apresentou concentragao significativamente maior no

grupo controle, quando comparado ao grupo A. Nao houve diferenca quando
comparado ao grupo B — figura 33.

10000+
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v 2 (@]

Figura 33 . Concentracado de IL-6 a partir do lavado dos grupos A (100 pg de

PM,5; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM.s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)

J&a a citocina IL-4 apresentou maior concentracdo no grupo C, quando

comparado aos dois outros grupos (p<0,05). Os grupos A e B néao
apresentaram diferenca estatistica - (figura 34).
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Figura 34 . Concentracdo de IL-4 a partir do lavado dos grupos A (100 pg de

PMy5; 21x10* esporos/mL), B (100 pg de PM.s; 60x10* esporos/mL) e C (filtro
branco)
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Discussao

- Discussao resultados de Boston

CAPs e amostras MCE de ambientes externos

Estudos conduzidos no Concentrador de particulas ambientais da
Universidade de Harvard mostraram variagdes no batimento cardiaco (187,
188) e resposta inflamatorias em animais e humanos expostos a particulas
concentradas. Clarke et al (49), em 2000, demonstraram que a exposi¢céo a
CAPs foi responséavel por uma resposta biolégica dependente da composicao
elementar (especialmente associada aos fatores aluminio/silica e
vanadio/niquel). Mais tarde, foi demonstrado que a exposi¢cdo de ratos controle
e ratos com bronquite cronica a CAPs levava a um aumento da contagem de
neutréfilos no lavado broncoalveolar, com mecanismo dose-resposta
dependente da composicao (24). Outro estudo também encontrou resultados
semelhantes, dado que as alteragbes pulmonares em ratos previamente
expostos a ovalbumina estavam mais associadas a composicdo do que a
massa (55). Devido a importancia do bioaerossol adsorvido no PM, um artigo
estudou a atividade da endotoxina associada ao CAPs. Os resultados in vitro
mostraram maior atividade de macréfagos alveolares relacionadas a fracoes
insoltveis do material particulado, incluindo a endotoxina (103).

Estes estudos demonstram a importancia da composicdo do material
particulado nas respostas inflamatorias, porém apenas um teve como foco a
guantificacdo do bioaerossol adsorvido. O estudo presente foi o primeiro a
caracterizar a composicao fungica sob o ponto de vista de duas metodologias,
contagem total de esporos e cultura. Contagens totais forneceram uma maior
concentracdo por metro cubico e diversidade de géneros. Estes resultados

também foram observados para amostras de ambientes externos. A menor
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concentracdo fungica fornecida pela cultura pode ser parcialmente explicada
pelo tempo de 5 horas de amostragem. Outros autores ja recomendaram que
amostras de filtros devem ser realizadas em periodos de, no maximo, 30
minutos a fim de evitar o drecréscimo da viabilidade devido a condicdes
adversas como dessecacdo (174). Amostras de uma hora mostraram
decréscimo de culturabilidade em 50% (189). Porém, isto ndo explica toda a
diferenca observada no presente estudo, especialmente porque alguns estudos
ndo confirmam a reducgdo de culturabilidade em amostras realizadas em até 6
horas (190). Entdo, mais do que decaimento de viabilidade, existem outros
fatores que influenciaram o0s resultados. Alguns géneros de fungos
pertencentes aos basidiomicetos, ascomicetos, smuts e mixomicetos nao sao
identificAveis ou mesmo capazes de crescer em meios de cultura, portanto nédo
€ surpreendente que a contagem total tenha proporcionado maior concentracao
e diversidade.

Deve-se ressaltar que, dependendo do objetivo do estudo ambas as
metodologias podem ser adotadas, dado que alguns géneros comuns como
Penicillium sp e Aspergillus sp podem ser distinguidos apenas por cultura (176),
salvo Aspergillus niger.

Nossos resultados também mostraram que uma maior quantidade de
géneros foi recuperada apos a concentracdo por ambas as metodologias
(contagem total e cultura), concordando com outros estudos que suportam
maior eficiéncia de amostras de filtros em ambientes altamente contaminados
(191). Esporos raros podem ndo ser coletados antes da concentracao,
especialmente porque as amostras de filtros operam a baixo volume de
amostragem. No caso da contagem total, existe uma problemética adicional. E
impossivel analisar o filtro na superficies toda, entdo campos de visédo
microscopicos devem ser escolhidos antes da analise. Nesse caso, esporos
raros podem ndo ser visualisados antes da concentracdo, porém, menos

frequentemente ap0s a mesma. Este tipo de analise adicionada ao pequeno
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namero de amostras podem também explicar porque nao foi possivel observar
uma concentracdo de 30 vezes, como esperado.

Nossos resultados ndo mostraram uma boa correlacdo entre ascésporos
incolores e massa de PM; 5 e este assunto merece maior destaque na préxima
sessdo de resultados obtidos no Brasil, dado que os esporos podem ser
adsorvidos no material apos liberacao.

Considerando os resultados ap0s concentracdo de esporos, 0S grupos
mais importantes identificados foram basididsporos hialinos (média: 49.328,03
esporos/m®), embora alguns basidiésporos conhecidos por suas propriedades
alergéncia, como Coprinus sp, também foram identificados (média: 493,93
esporos/m®). A importancia dos basidiomicetos no cenario das alergias néo
deve ser ignorada, dado que se estima que 25 a 30% dos individuos alérgicos
sdo sensiveis a esse grupo (128), também considerados o0s principais
componentes em estudos envolvendo exacerbacdes alérgicas e asmaticas
(129, 130). O segundo grupo mais importante foram os ascosporos incolores
(média: 4.660,18 esporosd/m®). Menos é conhecido a respeito dos mecanismos
de alergenicidade desse grupo, embora testes cutdneos positivos ja tenham
sido obtidos a partir de extratos (124). Entre os deutermonicetos, Pen/Asp foi o
grupo mais importante, seguido Cladosporium sp, sendo ambos, especialmente
Aspergillus fumigatus e Cladosporium herbarum, conhecidos por seus extratos

de alto potencial alergénico (132).
Andersen e personal Burkard

Os resultados mostraram que Burkard é capaz de coletar uma maior
concentracdo de esporos do que o Andersen, porém ambos mostraram mesma
variabilidade relativa e alta correlacdo, concordando com outros estudos de
comparacdo de amostradores de curta duracdo (192). Estudos anteriores
conduzidos com Penicillium chrysogenum também mostraram que Burkard é

capaz de coletar maior quantidade de esporos (193). Nossos resultados
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mostraram mesmo padrdo para esporos de Pen/Asp. Novamente, Burkard
forneceu tipo adicionais, incluindo basidiomicetos, importantes indutores de
alergias (123, 128).

Uma variagao sazonal foi encontrada para ambos os amostradores, com
maiores concentracbes durante o verdo, porém, nenhum deles mostrou
variabilidade significativa durante as 5 horas de exposi¢ao, apesar de variacdes
diarias serem descritas na literatura (145, 146). Outros estudos, no entanto, ndo
encontraram variabilidade significativa entre coletas de fungos atmosféricos em
intervalos de 24 horas (194).

MCE filter e Seven day exposure Burkard

Burkard fornceceu maior concentracdo de esporos. Novamente, uma das
explicagbes pode residir na diferenca de fluxo de ar e analise de campos
microscopicos. Filtros MCE coletam em baixos volumes de ar (4L/min)
enquanto Burkard opera em altos fluxos (10 L/min). Isto permite ao investigador
identificar e enumerar maior quantidade de esporos na analise bruta. O tipo de
analise também contribui para os resultados. Como ja mencionado, existe um
viés relacionado a andlise do campo de visdo microscopico em filtros MCE. No
caso do Burkard, € sabido que a andlise de tracos ndo corresponde a analise
da lamina inteira, porém as metodologias utilizadas atualmente (com mudancas
na direcdo do trago) resultam em diferencas nao significativas em termos de
acuracia (195).

Nossos resultados também mostraram que Burkard coleta uma maior

diversidade, no entanto o R? entre as duas metologias foi de 65%.
MCE - cultura e contagem total em ambiente externo

A contagem total resultou em maior concentracdo e diversidade de

fungos, de forma similar aos resultados obtidos no Concentrador de particulas.
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No entanto, nesse caso a correlacdo entre as metodologias foi elevada
(p=0.87). As amostras adicionais realizadas em ambiente externo podem ter
contribuido para essa diferenga nos resultados.

- Discusséao resultados S&ao Paulo

Caracterizagcao dos fungos

A modificacdo da metodologia inicial de anélise de fungos aumentando o
tempo de coleta para 24 horas (mais proxima de uma situacdo de exposicao
real) resultou em impossibilidade de utilizacdo de cultura para analise de
fungos. Tais resultados se mostraram negativos ou mesmo nado confiaveis,
dado o baixo numero de colbnias identificado na amostra. Processos de
dessecacdo devem ter ocorrido, sendo que, conforme ja discorrido
anteriormente, alguns autores recomendam periodos maximos de 30 minutos
de exposicao de filtros (174).

Ao contrario dos resultados de Boston em que foi possivel visualizar uma
diferenca marcante na concentracdo de fungos entre as estacdes, os resultados
do Brasil mostraram que a diferenca entre as estacdes estudadas (outono e
inverno) nao foi significativa. Isso pode ser explicado por uma menor variagdo
nos parametros meteoroldgicos (temperatura e umidade) no decorrer da
amostragem, levando a menores variacdes na liberacdo de esporos entre as
estacdes. Esses resultados sdo condizentes com estudos classicos conduzidos
na atmosfera da cidade de S&o Paulo, em que foi constatada maior
predominancia de fungos no outono e inverno e em quantidades similares para
a maioria dos fungos isolados. A explicacdo para a alta concentragdo de fungos
nessas duas estacdes residiu no aumento da pressao atmosférica nessa época
do ano em S&o Paulo, concomitante a reducdo da temperatura e umidade
relativa (134). Os resultados do trabalho presente mostraram uma correlagcéo

inversamente proporcional fraca, porém significante entre a quantidade total de
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fungos e a umidade relativa, concordando com tais estudos realizados em S&o
Paulo.

Quanto aos géneros/grupos identificados, os basidiésporos hialinos
foram maioria absoluta (70%). Tal resultado ndo possui comparacao com dados
da literatura brasileira em S&o Paulo devido ao fato de existirem apenas dois
trabalhos que utilizam metodologias passiveis de identificacdo de tais fungos
conduzidos na Regido Sul do pais.

O segundo fungo mais frequente foi o Cladosporium sp. Gambale et al
(134), em 1977, identificaram esse fungo como mais prevalente em S&o Paulo,
correspondendo a 64,8% nas amostras. No presente estudo, esse género foi 0
mais prevalente entre os mitdsporos, correspondendo a 13,3% dos isolados
totais. Ainda, no presente estudo, Penicillium e Aspergillus se encontram em
segundo lugar entre os mitdsporos, correspondendo a 3,61% dos isolados. Em
Gambale et al (134), em 1977, esses géneros aparecem em quarto e quinto
lugar, respectivamente. Vale ressaltar que a partir da metodologia utilizada
pelos autores em 1977, ndo seria possivel identificar os basididosporos. Também
€ preciso lembrar que o presente estudo analisou apenas fungos de diametro
2,5 um ou menos, dado o objetivo de analise do PM,s. Assim, alguns fungos
frequentemente isolados na atmosfera, como Alternaria sp e Epicoccum sp
foram identificados em numero muito baixo, dado o grande tamanho dos
esporos, que apareciam dissecados nas amostras.

Estudos conduzidos por Mezzari et al (141), em 2002, realizaram coletas
com o amostrador de ar Rotorod na atmosfera da cidade de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul. Os resultados mostraram que os ascosporos foram mais
relevantes nas amostras (correspondendo a 50,49%) do que os deuteromicetos
de maior importancia em estudos prévios brasileiros: Cladosporium (17.86%) e
Aspergillus/Penicillium (15.03%). Foram encontrados picos, principalmente de
ascosporos e Cladosporium em marco, agosto e novembro. Apés a tomada dos
dados, testes cutaneos e de IgE especifica para os extratos de espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria e Helmintosporium
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foram analisados em individuos atopicos e controle. Enquanto n&o houve
resultados positivos para o grupo controle, 15,38% dos individuos atopicos
apresentaram sensibilizagdo a pelo menos um dos extratos analisados (142). A
porcentagem de isolamento de Cladosporium no presente trabalho e nas
amostras de Mezzari et al (2002) € muito préxima. No entanto, as de
ascosporos diferem bastante, dado que no presente trabalho corresponderam a
1,8% dos isolados. Tal discrepancia pode ser explicada pela diferencga climatica
encontrada entre as Regides Sul e Sudeste do pais, além do periodo de
amostragem nesse estudo ter sido caracterizado por raras ocasides de chuvas.
Além disso, e a metodologia de coleta de PM,s pode ter modificado os
resultados quanto a quantidade de ascésporos encontrada no material
particulado total.

O segundo estudo brasileiro que atentou para coleta de esporos totais foi
realizado a partir de amostras provenientes do amostrador Burkard em Caxias
do Sul, Rio Grande do Sul. As maiores concentragdes foram encontradas no
verdo e as menores, no inverno. Os membros dos deuteromicetos
representaram em torno de 40% do total, sendo Cladosporium o género mais
marcante, representando 32,9% da contagem total. Os ascosporos
representaram em torno de 20% do total, assim como os basididsporos, sendo
Coprinus o principal género dentre os ultimos (143). No presente trabalho,
Coprinus € colocado como segundo principal género entre os basidiomicetos.

A tabela 12 mostra uma comparacdo entre os achados desse estudo e
outros achados na literatura, ndo somente em ambito nacional, mas também
internacional.
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Tabela 12 - Comparacao entre os principais géneros de fungos encontrados na

cidade de S&o Paulo e dados de outros estudos, com énfase na metodologia de

coleta.
Principais géneros Estacbes do ano | Metotologia Localidades | Autores
Cladosporium (64,8%), |Primavera, verdo,|Sedimentacdo |Grande S&o|Gambale et
Epicoccum (51,7%), outono, inverno em placas de|Paulo al (134),
Rhodotorula (48,9%), Petri 1977
Penicillium (41,7%),
Aspergillus (23,3%),
Auroebasidium
(19,6%), Phoma
(17,7%), Alternaria
(17%)
Aspergillus (78%), Primavera, verdo,|Sedimentacdo |Natal, Rio | Oliveira et al
Penicillium (60%), outono, inverno em placas de|Grande do|(138), 1993
Fusarium (42%), Petri Norte, Brasil
Cladosporium (21%),
Curvularia (19%),
Rhizopus (17%),
Rhodotorula (13%).
Aspergillus (92.50%), Primavera, verdo, |Sedimentacdo |Recife, De Lima et al
Penicillium (69.60%), outono, inverno em placas de|Pernambuco, |(137), 1983
Cladosporium Petri Brasil
(69.45%), Candida
(57.57%), Rhodotorula
(49.65%), Phoma
(44.45%)
Monascus, Neurospora, | Primavera, veréo, | Sedimentacdo |Presidente Buck et al
Trichotecium, outono e inverno.|em placas de |Prudente, (140), 1985
Cryptococcus Predominancia na | Petri Sdo Paulo,

Primavera Brasil
AscoOsporos  (50,49%), | Primavera, verdo, | Amostrador de|Porto Alegre, | Mezzari et al
Cladosporium outono e inverno. |ar para|Rio Grande |(141), 2002
(17,86%), Pen/Asp contagem total | do Sul, Brasil
(15,03%), de esporos
basididsporos (3,84%)
Cladosporium, Primavera, verao, | Amostrador de | Botucatu, Croce et al
leveduras, Epicoccum,|outono e inverno. |ar para fungos|S&o Paulo,|(136), 2003
Trichoderma, Fusarium, cultivaveis Brasil
Penicillium,
Helminthosporium,
Aspergillus
Aspergillus (44,7%), Primavera, verdo,|Sedimentacdo |Fortaleza, Menezes et
Penicillium (13,3%), outono, inverno em placas de|Cear4, Brasil |al (139),
Curvularia (9,8%), Petri 2004

Cladosporium (6,8%),
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Mycelia sterilia (6,0%),
Fusarium (3,5%),
Rhizopus (3,1%),
Drechslera (2,6%),
Alternaria (2,4%),
Absidia (2,2%).

Cladosporium (74,5 %), | Primavera, verao, | Amostrador de | Porto, Oliveira et al
Ganoderma (11,7 %), |outono, inverno ar para | Portugal (196), 2005
Aspergillaceae (2,9 %), contagem total
Ustilago (2,5 %), de esporos
Coprinus (1,5 %),
Alternaria (1,3 %),
Botrytis (1,3 %)
Cladosporium (32,57 a | Primavera, verao, | Amostrador de | Caxias do|De Antonni
33,16%), Ascosporos | outono e inverno |ar para | Sul, Rio | Zopas (143),
(11,13 a 12,13%), contagem total | Grande  do| 2006
Coprinus (7,85 a de esporos Sul, Brasil
9,96%), Leptosphaeria
(7,35 a 8,09%),
Aspergillus/Penicillium
(3,36 a 7,30%),
Ganoderma (6,29 a
6,69%), basididsporos
(21,4%)
Alternaria, Aspergillus | Veréo e inverno Amostrador de | Duas Lin et al
Cladosporium, ar para fungos | estacoes (197), 2000
Penicillium, leveduras cultivaveis proximas a

Taipei,

Taiwan
Aspergillus, Primavera, veréo,|Amostrador de|Cidades Lugauskas et
Cladosporium, outono, inverno ar para urbanizadas |al (198),
Alternaria, Penicillium, da Litudnia | 2003
Botrytis, Geotrichum
Aspergillus (38,9%), Inverno/primavera | Sedimentacdo |Area Awad (199),
Cladosporium (17,5%), em placas de |urbanizada, |2005
Penicillium (15%) Petri Dokki, Giza,

Eqgito
Cladosporium Primavera, verdo, | Amostrador de |Heraklion, Gonianakis
(46,71%), Alternaria outono, inverno | ar para|Creta,Grécia |et al (200),
(6,2%), ascOsporos (periodo de dez|contagem total 2006
(6,76%), anos) de esporos
Lepatosphaeria
(6,35%), Coprinus
(4,31%)
Basidiosporos hialinos | Primavera, verdo | Amostrador Boston, Resultados
(71%), Ascbsporos sem para contagem | Masachusset |da tese em
pigmentagéo (7%), total de|ts, EUA. Boston

Penicillium/Aspergillus

€Sporos
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(4,6%), Cladosporium tamanho <2,5
(2,65%). pum

(Concentrador

de Particulas)
Basidiosporos hialinos | Outono, inverno Amostrador Sao Paulo, | Resultados
(70%), Cladosporium para contagem | Brasil da tese no
(13,3%). total de Brasil
Penicillium/Aspergillus esporos
(3,6%) Ascdsporos sem tamanho <2,5
pigmentacédo (1,81%). pum.

Fungos, parametros meteorologicos e PM2,5

Os resultados mostraram maiores concentracdes de material particulado
no inverno do que outono, sendo a concentracdo inversamente correlacionada
a umidade. Tais resultados eram esperados, dado que o material particulado
tende a ficar em suspensdo quando existe baixa concentracdo de vapor d’agua
na atmosfera. Chuvas ou alta umidade relativa sdo responsaveis por levar a
deposicdo do material e portanto melhoria da qualidade do ar (186, 201).

Considerando os grupos de fungos analisados e o0s parametros
meteoroldgicos, mostrou-se que nenhum dos grupos apresentou correlacéo
positiva com a temperatura. Tais resultados podem sugerir que a liberacao de
esporos é menos sensivel a baixa variacdo de temperatura (desvio padréo: 2,08
°C) encontrada no presente estudo.

Novamente, foi demonstrado que os fungos representam uma porgao
significativa do PM; 5 (até 1345 esporos/pg de PM; 5), contrariando estudos que
nao identificam tal correlacdo (64). Uma explicacdo possivel para isso pode
estar na metodologia de analise. No caso desse projeto, foi escolhida uma
metodologia de andlise direta de identificacdo dos fungos. Isto €, se 0s esporos
estiverem presentes no ar, serdo visiveis no filtro. No caso do estudo de
Boreson et al (64), em 2004, foram realizadas medidas indiretas como

guantificacdo de proteinas ou biomassa, que podem apresentar resultados
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negativos quando ndo atingido o limite de deteccdo da andlise ou mesmo
apresentarem interferéncia na deteccéo.

Tradicionalmente na literatura e legislacdo, existem esforcos para a
guantificacdo da concentracdo maxima de material particulado que deve ser
inalada anualmente ou diariamente (3, 4). No entanto, esse tipo de enfoque
mostra limitagdes dado que a composicdo elementar do material pode levar a
diferentes respostas nos sistemas respiratorios e cardiovascular. Dessa forma,
estudos recentes passam a caracterizar a composi¢cdo quimica do material
particulado (26, 35-37, 42).

Estudos que caracterizem ndo somente a composi¢do quimica, mas
também de fungos sdo raros na literatura. Os elementos quimicos podem,
eventualmente, possuir um papel deletério no metabolismo, ou, em contraste,
podem favorecer a adsorcao preferencial de fungos ao material particulado (62).
Além disso, fungos podem apresentar resisténcias a compostos como metais
pesados devido a fenétipos e gendtipos diferentes entre as espécies (168). Nao
existem estudos brasileiros nessa area, portanto a discusséo desse topico sera
feita em comparacdo com cenario internacional.

Os resultados do estudo mostraram correlacdes positivas entre
guantidade total de fungos e PM, s em modelo isolado, concordando com outros
estudos com material particulado (66, 170, 202) e comparativos de micoflora
fungica entre area urbanizada e reserva natural, onde os fungos de éareas
urbanizadas aparecem como fontes importantes de poluicdo (194). Outros
estudos, no entanto, encontraram correlagdo inversa entre PM;o e quantidade
total de fungos na atmosfera de Taiwan (197) . Apoés inclusdo dos elementos
guimicos no modelo, a concentracdo de material particulado passou a ser nédo
significante, denotando que a composicdo quimica pode influenciar a
guantidade de fungos na atmosfera. Dessa forma, o fator 1 foi o mais
correlacionado a liberacdo de esporos totais na atmosfera, correspondendo a
elementos de sinalizagc&o de trafego de veiculos e ressuspenséao da crosta. Pela

metodologia do presente trabalho, ou seja, para exposi¢cdes de 24 horas, esses
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resultados podem ser altamente explicativos, dado que os fungos sé&o
provenientes de solo, vegetacao e superficies de folhas (117). A baixa umidade
associada ao trafego intenso podem ser responsaveis por uma aerolizagcédo
elevada de elementos da crosta, aumentando dessa forma a concentracdo de
fungos no ar. No entanto, os dados devem ser vistos com cuidado, dado que o
efeito dos parametros meteorologicos pode ter sido atenuado no modelo.
Diversos tipos de fungos possuem picos de liberacdo em determinadas horas
do dia, sendo que os valores médios utilizados nesse estudo podem néo ser
representativos dos periodos de liberacao.

No caso dos géneros Pen/Asp, os modelos mostraram que a variagédo
desses fungos foi melhor explicada pela quantidade de material particulado na
atmosfera. Esses resultados concordam com aqueles encontrados na
atmosfera de Taiwan em que também foi encontrada uma correlagdo moderada
entre o PMjo e 0 género Penicillium (197). Um estudo realizado em trés regides
do Egito (duas areas rurais e duas areas urbanas) encontrou maior quantidade
dos géneros Aspergillus e Penicillium em regides urbanizadas (199). Apesar de
0 autor ter sugerido que esses resultados poderiam ter sido devido a um
transporte a partir de &reas rurais, esses dados auxiliam a sustentar os
resultados do estudo presente.

Cladosporium, género de carater ubiquo, é normalmente liberado em
tempo seco (143), caracteristico do outono e inverno em S&o Paulo (134). As
analises do presente relatério mostraram correlacdo negativa entre esse fungo
e umidade, além de fungos e PM,s. No entanto, a regressao linear multipla
demponstrou que o fator 1 foi o que melhor explicou a variabilidade desses
fungos na atmosfera. Novamente, esses resultados se mostram interessantes,
dado que Cladosporium sp é um fungo tipico de matéria organica e superficies
de folhas (203) e mecanismos de ressuspensdo da crosta podem ser
responsaveis por aumentar a quantidade desses esporos no ar. O proprio
mecanismo de crescimento dos esporos, em ramificagdes e em cadeias facilita

a liberagcédo de grande quantidade dos mesmos ap0s uma perturbagéo. De fato,
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0 mecanismo de liberacdo dos esporos € dependente a aumento da turbuléncia
em determinadas horas do dia (204). Estudos que compararam areas rurais
com urbanas correlacionaram esse fungo a urbanizacdo (199). Outros dados
mostram que esse fungo pode ser relativamente tolerante a metais pesados,
como Zinco, Cadmio e Chumbo, sendo o Zinco um dos elementos do Fator 1
dessa tese. Apesar do crescimento modificado na presenca desses elementos,
com maior ramificagdo de hifas, outros resultados sugerem que esse género é
capaz de formar precipitados desses metais protegendo a colonia contra acdes
toxicas (168).

Os basidiésporos hialinos apresentaram correlagdo positiva com o fator
1, podendo ser mais afetados pela composi¢cdo do material particulado, do que
por outros fatores. Resultados de estudo anteriores mostraram que a liberacéo
de basidiésporos pode ser afetada pela quantidade de zinco na atmosfera (66),
concordando parcialmente com o presente estudo, em que zinco € um dos
elementos constituintes do fator 1. Os resultados relativos aos dados
meteoroldgicos ndo relevantes para esse grupo de esporos devem ser vistos
com cuidado, dado que o efeito da umidade no modelo pode ter sido atenuado.
Esses fungos normalmente liberam esporos durante a madrugada ou manha,
guando a umidade é mais elevada (145). A falta de resultados positivos para a
correlagéo entre eles e a umidade pode ser explicado pela periodicidade diaria
na liberacdo de esporos. Dessa forma, as médias diarias de umidade podem
ndo ser representativas dos picos de liberacdo. A metodologia se mostra
importante na caracterizacdo de um periodo de exposicdo de 24 horas, no
entanto ndo permite verificar variacoes diarias.

J& o0s ascosporos incolores apresentaram correlacdo positiva com a
umidade. Esses resultados eram esperados, dado que tais esporos ficam
protegidos nos ascos em periodos de seca, para somente serem langados no ar
durante periodos de umidade (144). Normalmente, amostras coletadas apos
chuvas intensas apresentam uma tendéncia de possuirem uma alta quantidade

dos mesmos no ar (117).
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Em suma, diferentes autores concordam que o material particulado em
areas urbanizadas pode estar associado com a variabilidade de esporos na
atmosfera, dado que tais esporos sdo dependentes, dentre outros fatores, da
guantidade de veiculos nas ruas e consequentemente movimentos de
turbuléncia, aumento da suspensdo de poeira e da quantidade contaminantes
transportados pelas pessoas. De fato, locais préximos a ruas de trafego intenso
podem conter uma concentragdo maior de esporos em suspensao (198). Um
estudo realizado em Brisbane, Australia realizou medi¢des de bioaerossois (i.e.
fungos e pdlens) na atmosfera associados ao material particulado. Foi
verificado material citosplasmatico de fungos adsorvidos no material
proveniente de fontes veiculares. Os autores ndo descartaram a hipotese de
mecanismos de sinergia entre ambos (60). Mais tarde, 0 mesmo grupo verificou
gue os fungos eram o0s bioaerossbéis mais abundantes na atmosfera e
novamente, material citosplasmatico associado a particulas provenientes de
exaustao veicular e ressuspensao na crosta (169). Estes resultados concordam
com os resultados dessa tese, demonstrando novamente que o0 material
particulado pode afetar mecanismos de adsorcéo de fungos, que passam entéao
a serem mais abundantes na atmosfera em decorréncia de mecanismos de
turbuléncia (ressuspenséao de elementos da crosta) e composi¢cao (elementos

de combustao ou trafego intenso).
Endotoxinas

Esse é o primeiro estudo brasileiro a caracterizar a quantidade de
endotoxinas presente no ar atmosférico no Brasil. Os resultados mostraram que
as endotoxinas variaram de 0,03 EU/m® a 0,29 EU/ m*® (média: 0,10 e DP:0,07).
Esses resultados s&o superiores aqueles encontrados por Carty e
colaboradores (95), em 2003, conduzidos na atmosfera de Munique, Alemanha,

com valores médios de 0,015EU/ m?.
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Quanto a quantidade de endotoxinas associadas ao PM,s, as
concentracdes variaram de 0,46 a 15,81 EU/mg de PM, s (média de 5,52 EU/mg
de PM_5). No caso do estudo conduzido em Munique por Carty e colaboradores
(2003), a concentracdo meédia foi de 1,07 EU/mg de PM2,5. Outro estudo
alem&o encontrou concentracdes similares (média de 1,2 EU/mg de PM;s) e
um estudo comparativo também na Alemanha encontrou médias um pouco
mais baixas em duas cidades (0,3 e 0,6 EU/mg de PM, ). Em algumas cidades
dos Estados Unidos, foi demontrada uma concentragdo média em ambiente
externo de 2,0 EU/mg de PM,s (115). Outros estudos comparativos entre
cidades demonstraram que ruas congestionadas podem apresentar maiores
concentracdes de endotoxinas do que areas rurais, com valores de medianas
de 44 EUmM® e 29 EU/mM® respectivamente. Em &reas de cidades
dinamarquesas, os valores encontraram-se proximos aos encontrados nesse
trabalho, com valores de mediana de 0,33 EU/m?® (205). Em outras regides,
como Boston, MA, foi encontrada uma meédia de 2,3EU/mg de PMj;s em
ambiente de concentrador de particulas (103).

Os resultados dessa tese se mostram inferiores aqueles coletados no
Sudeste da Cidade do México, com média de 12,22 EU/mg de PM; 5 (97).

As andlises de regressdo demonstraram que a endotoxina foi
correlacionada apenas com o0 aumento da temperatura, concordando
parcialmente com outros estudos em que a maior quantidade de endotoxina foi
encontrada durante estacbes quentes e correlacionada positivamente com o
aumento da temperatura e diminuicdo da umidade (95). Em outras cidades
européias, também foram encontradas maiores quantidades de endotoxinas em
estacdes mais quentes do ano (205). Outros estudos de caracterizacao da flora
cultivavel também correlacionaram a concentracdo de bactérias no ar ao

aumento da temperatura (194).
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Lavado broncoaveolar

Os resultados de contagem total de leucocitos e diferencial néo
mostraram diferencas significantes entre 0s grupos analisados. Esses
resultados podem ser devido a ndo possibilidade de aquisicdo de ratos spf
("specific-pathogen free"). Em nossos ratos, parece haver uma contagem basal
mais elevada de células mesmo no grupo controle. Ainda, o grupo controle
recebeu material extraido diretamente de um filtro de fibra de vidro branco. Tais
filtros apresentam alto teor de silicatos, talvez levando a um aumento na
contagem basal, mesmo no grupo controle. Tais possibilidades podem ser
extendidas na andlise de citocinas IL-6 e IL-4, que apresentaram padrdo de
liberacdo maior no grupo controle.

Algumas diferencas estatisticas puderam ser observadas em relagéo as
citocinas. A liberacdo das mesmas pode ter sido iniciada anteriormente ao
aumento da producéo de células especificas. O tempo de sacrificio em 24 horas
pode ter auxiliado nesses resultados.

As diferengas estatisticas ocorreram principalmente principalmente em
relacdo ao grupo A (100 pg de PM2,5; 21x10* esporos/mL), quando comparado
aos grupos B (100 pug de PM2,5; 60x10* esporos/mL) e C (controle).

Os resultados se mostraram complexos na analise. Existe uma
dificuldade inerente ao estudo de fungos como indutores de respostas
inflamatodrias, que podem elicitar respostas com liberacdo de IgE ou respostas
ndo-alérgicas importantes (7). O grau de viabilidade do esporo, ciclo de vida
complexo, a diversidade de géneros e alérgenos conhecidos e as dificuldades
de medicao j4 apontadas podem levar a estudos com resultados divergentes na
ativacdo do sistema imunolégico (206) ou mesmo a resultados inconclusivos.
Dessa forma, ainda ndo se conhece com exatiddo os mecanismos imunolégicos

de resposta a fungos, especialmente aos glucanos (207) .
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A concentracdo relativa maior de material particulado no grupo A em
relacdo aos fungos parece ter levado a um aumento da resposta Tyl. Tal
resposta foi diminuida no grupo B.

Os resultados para as citocinas IFN-y e TNF-a em relagcdo ao grupo A
foram muito similares. O IFN, predominante em resposta Tyl, é um ativador de
macrofagos, 0s quais sdo responsaveis pela liberacdo de TNF em respostas
agudas. Células T ativadas também liberam TNF em fase subsequente (208). A
ativacdo de macrofagos leva a liberacdo de TNF, IL-1 e IL-6, respectivamente.
A ndo observacdo de um aumento de IL-6 no grupo A condizente ao aumento
de TNF pode eventualmente ter ocorrido devido ao tempo de sacrificio (24
horas apds a instilacdo), que ndo permitiu a observacdo de um possivel pico
apos a liberacdo de TNF e IL-1. De forma geral, IL-6 € mais ativada pela
presenca de IL-1 do que de TNF (208).

Conforme esperado a partir dos resultados de IFN e TNF, houve
supressao da resposta Ty2 no grupo A, com menor liberagéao de IL-4. IFN e IL-4
sdo importantes antagonistas nas respostas imunologicas (208). No entanto,
podia-se esperar que 0 grupo B apresentasse maior liberacdo de IL-4, porém
ndo foi verificada significancia em relacdo ao grupo A. De fato, parece ter
havido uma supressao da resposta, dada a diferenca em relacdo ao grupo
controle.

Os tempos de exposicao, a concentracdo de fungos e a susceptibilidade
dos animais podem explicar parte dos resultados. Estudos com cobaias
mostraram que exposi¢oes agudas ao (1-3) B-D-Glucano ndo levaram a um
aumento no influxo de eosinodfilos (209), ao contrario de exposicdes repetidas
(210) ou exposicdes Unicas associadas a exposi¢des repetidas a ovalbumina
(211). Eosinofilos séo tipicamente ativados por IL-4 na fase tardia da resposta
de hipersensibilidade (208). Talvez o tempo de exposicdo nesse estudo tenha
sido insuficiente para demonstrar um aumento de liberagdo de IL-4
estatisticamente significante no grupo B, com alta concentracdo de fungos no

material. Existem estudos que apenas verificaram resposta Ty2 em animais
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expostos a glucanos, quando previamente expostos a ovalbumina, comumente
utilizado em modelos de sensibilizacdo alérgica (160). Ainda, é possivel que a
diferenca de aproximadamente 3 vezes na concentracdo de fungos entre o0s
dois grupos nao tenha sido suficiente para elicitar aumento na concentracdo de
IL-4.

Estudos que focaram apenas no material particulado obtiveram
resultados diversos, mas alguns apontam para uma alta concentragdo ser
responsavel por resposta Tyl (7). Essa tese utilizou uma alta concentracdo de
material particulado na instilacdo e o0s resultados mostraram que altas
concentracdes de PM e baixas concentragfes de fungos poderiam levar a uma
resposta Tyl, porém esses resultados ndo foram observados em se tratando de
altas concentracdes de fungos. Como discorrido anteriormente, fungos
representam uma importante por¢do do PM,s. No grupo A, observou-se uma
razdo menor de fungos por massa de PM, s, portanto é possivel que a resposta
Tyl possa ter sido exacerbada devido ao PM e seus componentes quimicos. Ja
0 grupo B apresentou uma razao maior entre fungos e PM; 5, podendo ter sido
responsavel por uma possivel diminuicdo do efeito do PM; 5 na inducédo de tal
resposta.

Ainda, os resultados anteriores mostraram que houve correlacéo positiva
entre fungos e o componente 1 do PM,s, aqui definido como constituido
principalmente por elementos de ressuspensdo da crosta. Esses elementos
sabidamente sdo menos toxicos do que elementos provenientes de fontes de
combustdo e emissao industrial. Em dias de elevada liberacdo de componentes
industriais ou de combustdo, houve uma tendéncia de haver uma baixa
concentracdo de fungos na atmosfera. Dessa forma, grande parte dos
elementos de ressuspensdo da crosta pode ter sido “carregada” juntamente
com os fungos em nossos experimentos, levando a uma alta concentragédo
desses compostos no material particulado. Diferencas na composicdo do
material particulado podem levar a diferentes respostas inflamatérias. Estudos

alemdes mostraram que criangas que viviam em cidade onde o material
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particulado era composto principalmente por elementos de emissdo industrial
apresentaram prevaléncia 50% maior de eczemas, alergias e bronquites, além
de quase duas vezes a prevaléncia de falta de ar e tosse do que criangas que
moravam em cidade rural. As criancas que moravam em cidade
predominantemente industrial também apresentaram maior sensibilidade a
alérgenos comuns (212). Modelos animais utilizando material particulado de
ambas as cidades auxiliaram a explicar os resultados, mostrando maior
resposta alérgica de camundongos sensibilizados em modelo de ovalbumina
(213).

Mecanismos modulatérios entre fungos e outros agentes inflamatorios
como endotoxinas ja foram demonstrados na literatura e se mostraram
complexos. Ja foi demonstrado que o influxo de neutréfilos apds exposicao a
endotoxina isoladamente foi suprimido apos a exposi¢cdo aguda concomitante a
(1-3) B -D-Glucanos em cobaias (209). Mais tarde, 0 mesmo grupo demonstrou
a supressao do efeito de liberacdo de anticorpos especificos para ovalbumina,
apos a exposicdo concomitante a glucanos, endotoxinas e ovalbumina. A
exposicdo de ambos os agentes isoladamente mostrou resposta aumentada,
principalmente no caso da endotoxina (161). Outro estudo em que houve
administracdo de particulado proveniente de escritérios com “Spike” de glucano
ndo demonstrou alteracbes na liberacdo de interleucinas ou contagem de
leucécitos em modelo animal. Foi verificada apenas uma leve diminuicdo do
didmetro nasal quando comparado ao grupo de exposicdo a poeira
isoladamente, sendo os resultados ndo considerados clinicamente relevantes
(214).

Em suma, esse estudo mostra que podem existir possiveis efeitos
modulatorios entre fungos e o PM_ s, no entanto outros estudos séo necessarios
a fim de confirmar os resultados. Estudos controlados com exposicdo a
endotoxinas, diferentes géneros de fungos e componentes quimicos do material

particulado podem alterar os resultados, principalmente em animais
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sensibilizados, auxiliando a demonstrar as bases moleculares para o0s

mecanismos de resposta imunoldgica.

Conclusodes

- Conclusfes Boston

Este estudo mostrou que os fungos representam uma porcéo significativa
do PM;s.

A comparacéao entre metodologias de amostragem maostrou que, entre 0s
amostradores de curta duracédo, os melhores resultados foram fornecidos pelo
Personal Burkard quanto a concentragcdo por metro cubico e diversidade,
guando comparado ao amostrador de ar Andersen. De forma similar, entre os
amostradores de longa duracdo, os melhores resultados foram obtidos pelo
Recording Burkard quando comparado aos filtros MCE.

O Personal Burkard possui as vantagens listadas acima, porém métodos
de cultura ndo devem ser descartados. Dependendo do objetivo do estudo, é
necessario diferenciar alguns géneros comuns como Aspergillus sp e
Penicillium sp.

O Recording Burkard possui vantagens adicionais como orientacdo pelo
vento e permite discriminacdo de horario (dado que a superficie de impactacao
se movimenta a 2mm/h). No entanto, filtros MCE possuem algumas
caracteristicas particulares como simplicidade da metodologia, além de permitir
gue diferentes metodologias sejam aplicadas a partir de uma mesma amostra
(contagem total, cultura e andlise quimica). Em certas situagbes como no

Concentrador de particulas, ndo existe outra opgao.
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- Conclusdes Sao Paulo

Os resultados mostraram que, mais do que a concentracdo de PM;s, a
composicao elementar pode resultar em variacdes no padréo de dispersédo dos
esporos, concordando com estudo australianos.

Esse estudo possibilitou a identificacdo inédita de basidiomicetos,
importantes indutores de alergias, como principais constituintes da micoflora de
didmetro menor do que 2,5 micrdbmetros no periodo amostrado. Tais resultados
podem auxiliar em estudos futuros relacionados a doencas respiratérias.

A andlise de endotoxinas mostrou correlagdo positiva com a temperatura
no periodo amostrado concordando com literatura internacional. Esses
resultados também podem auxiliar em estudos futuros com foco nos efeitos
inflamatérios desse potente componente da parede de bactérias gram-
negativas.

Ainda, parece haver um efeito modulatério da exposicdo concomitante de
fungos e PM,s5 sendo que altas concentragcdes de material particulado
associado a baixas concentracbes de fungos pode levar ao aumento de
resposta Tyl, enquanto baixas concentracdes de fungos dada a mesma
guantidade de material particulado podem levar a uma diminuicdo de tal
resposta. Mais estudos sédo necesséarios a fim de confirmar tais resultados.
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Apéndice 1

Slide: Date:

Counter:

Magnification:

Field of View:
Types Part A- Part B- Types Part A- PaB-
Mitospores Basidiospores
Alternaria Agaricaceae
Arthrinium Agrocybelike
Botrytis Conocybdike
Cercospora Coprinuslike
Cladosporium Panaeolus/ Psathyrella
Curvularia Entoloma
Drechsleralike Strophariaceae
Epicoccum nigrum Laccaria
Oidium Boletaceae
Fusarium Cortinariaceae
Nigrospora sphaerica Inocybetype
Penicillium/Aspergilludike Ganoderma
Periconia Calvatia/Lycoperdon
Pestalotialike Fomes fomentaria
Pithomyces chartarum Russula/Lactarius/Melanophyllum
Polythrincium trifolii Scleroderma
Scopulariopsis Tomentellalike
Speggazinia Hyaline basidiospores
Stachybotrys Colored basidiospores
Stemphylium Allantoid basidiospores
Tetraploa
Torula Teliospores — Smuts (other)
Other mitospores Tilletia

Urocystis

Ascospores Ustilago-type
Apiospora
Chaetomium Urediniospores - Rusts
Diatrypaceae
Lasiospheria Oomycete spores
Leptosphaeridike Albugo
Ophiobolus Peronospora/Phytophthora
Paraphaeosphaeria michotii Plasmopara
Phaeosphaeria annulata
Pleosporalike Zygomycete spores
Pleuroceras tenella Rhizopus
Sporormiella Entomophthora
Venturiadike
Xylariaceae Myxomycete spores
2 celled colored Fuligo/Lycogola/Stemonitis
2 celled colorless
Other ascospores Unknown




Apéndice 2

Lavagem e esterilizacdo de utensilios e vidraria pa  ra utilizagdo na analise
de endotoxina

1- Lavagem

Lavar com detergente neutro. Se tiver utilizado vidro, apenas com agua ou
tampdo e enxaguar ap enas com agua destilada. Realizar 0 mesmo
procedimento para pingas.

2- Aguecimento

Colocar uma camada dupla de aluminio nas bocas dos vidrose superficies
expostas. Colocar os tubos abertos e de cabeca para baixo em um Becker e
tampar a boca do Becker com duas camadas de aluminio.

Colocar o material em um fornoe aquecera 270°C por 30 minutos.

3- Esterilizacao
As tampas devem ser esterilizadas em autoclave a 250 °C em ciclo de 15
minutos.



Apéndice 3

Basididésporo hiaino ao centro
(magnificacao 1000X, tamanho
aproximado — 3 um). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.

¢

Basidiésporo da familia Boletaceae
(magnificacé@o 1000X,
aproximado — 12 pm). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.

tamanho

Coprinus sp (magnificacdo 1000X,
tamanho aproximado - 6 pm).
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.

Basidiésporo Ganoderma (magnificacéo
1000X, tamanho aproximado — 6 pm.)
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.



Ascosporo incolor ao centro (magnificagéo
1000X, tamanho aproximado — 2,5 um).
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.

Dois ascésporos da familia Xylariaceae
(magnificacao 1000X, tamanho
aproximado — 12 um). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.

Ascosporo Leptospaheria-like
(magnificacdo 1000X, tamanho
aproximado — 17 um). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.

Ascésporo Venturia—like (magnificacdo
1000X, tamanho aproximado — 6 um).
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.



- ®
Deuteromiceto Alternaria sp
(magnificacéo 1000X, tamanho

aproximado — 20 um). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.
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26 esporos do grupo de
Deuteromicetos Pen/Asp (magnificacdo
1000X, tamanho aproximado — 1,5 pm).
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.

a0
=y

#

Grupo de 3 esporos centralizados do
Deuteromiceto Cladosporium sp
(magnificacéo 1000X, tamanho
aproximado — 12 um). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.

2 esporos do grupo de Curvularia sp ao
lado de um Cladosporium sp
(magnificacdo 1000X, tamanho
aproximado — 17 um). Amostrador de ar
Personal Burkard, atmosfera de Boston,
MA.



Grupo de quatro “smuts”(magnificacdo
1000X, tamanho aproximado — 6 pm).
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.

Esporo nédo identificado (magnificacdo
1000X, tamanho aproximado — 3 pm).
Amostrador de ar Personal Burkard,

atmosfera de Boston, MA.

Mixomiceto  (magnificacdo  1000X,
tamanho aproximado - 9 um).
Amostrador de ar Personal Burkard,
atmosfera de Boston, MA.

Visdo geral de uma lamina
(magnificagdo 1000X). Amostrador de
ar Personal Burkard, atmosfera de
Boston, MA.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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