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Resumo

Indmeros relatos da literatura apontam para associa¢des entre poluicdo atmosférica e
patologias do aparelho respiratério e cardiaco. O objetivo deste estudo foi averiguar os
efeitos do material particulado oriundo da queima da biomassa da cana-de-aciicar no
aparelho respiratério e cardiaco de ratos machos wistar. Utilizou-se de um forno
especialmente desenhado para coletar o material particulado proveniente da palha da cana-
de-acicar e entdo isold-lo. Sua andlise quimica foi feita por cromatografia gasosa.
Posteriormente foram alocados 4 grupos, de 7 ratos cada, dividindo-os na seguinte ordem:
grupo I- recebeu instilacdo de material particulado em soro fisiolégico; grupo II- recebeu
instilacdo de material particulado e S. aureus; grupo III- controle, recebeu apenas instalacdo
de soro fisiolégico; grupo 1V- recebeu apenas instilacdo de S. aureus. Apos o periodo de
uma semana, os animais foram eutanasiados, e foram coletadas amostras de pulmao,
traquéia e coragdo para andlise histoldgica, morfométrica e de imunoensaio. A metodologia
utilizada para andlise histolégica e morfométrica foi a de comparacdo ao padrdo de
normalidade, e teste ELISA de captura no imunoensaio para as seguintes citocinas: GRO-a,
IL-1B, IL-1a, IL-6, IFN-y, TNF-a. Os resultados analisados mostraram que o principal
componente encontrado no material particulado de cana de acicar foi o éster de acido
ftalico. Nao houve nenhuma alteracio estatistica entre os grupos em relacdo ao tecido
cardiaco. A andlise histolégica revelou alteracio no padrdo de normalidade apenas no
grupo IV. Na andlise morfométrica da traquéia, foi observada uma reducdo no
espessamento do tecido conjuntivo no grupo II, e nas medidas de centro, todos os grupos
apresentaram diferencas significativas em relacio ao controle. Em relacdo ao imunoensaio,
observou-se que os grupos I e II expressaram a liberacdo de IL-1a em relagdo ao controle.
O grupo I apresentou expressdo significativa de IL-6 em relacdo ao controle e grupo IV, e
de IL-1 B e IFN-y com rela¢do aos demais grupos. Deste modo, o presente estudo mostrou
que o material particulado, oriundo da queima da biomassa da cana-de-acucar, € capaz de
provocar alteracdo no aparelho respiratério de ratos wistar e motivar a producido de
citocinas.

Palavras chave: Rato, Polui¢do do Ar, Cana-de-Acgucar
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Abstract

Several studies point out the association between atmospheric pollution and pathologies
from respiratory and cardiac systems. The aim of this study was to analyze the effects of
the particulate matter from sugar cane biomass in respiratory and cardiac systems of male
wistar rats. It was used a special developed oven to collect the sugar cane particulate matter
and so isolate it. Its chemical analysis was done by gas chromatography. Later it was
allocated 4 groups each one with 7 rats been divided into: group I- received instillation of
only particulate mater in physiological saline; group II- received particulate matter plus S.
aureus; group III- control group with only physiological saline; group IV- received only S.
aureus. After one week, the animals were euthanized and samples were gathered from lung,
heart and trachea tissues to histological, morphometric and immunoassays analysis. The
histological and morphometric employed methodology was the normality standard
variation and ELISA capture test for immunoassays for the following cytokines: GRO-a,
IL-1B, IL-1a, IL-6, IFN-y, TNF-a. Analyzed results shown the main substance found in
sugar cane particulate matter was phthalic acid ester. None standard variation statically for
heart tissue was found. Histological analysis revealed changes in the normal pattern only in
group IV. In trachea morphometric analysis it was observed the decreasing in its
conjunctive tissue width for group II, and in its center measurement all the groups
presented significant difference when compared to control group. In the immunoassays it
was noted that group I and II expressed the production of IL-1a when compared to control
group. The group I presented a significant expression of IL-6 compared to control group
and group IV; and IL-1 B e IFN-y when compared to the other groups. Based on this
achieves, the present study has shown the sugar cane particulate matter is capable to
produce alteration in respiratory system of wistar rats and motivate cytokines production.

Key words: Rat, Air Pollution, Sugarcane
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1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado o maior produtor de cana-de-acucar e etanol da cana-de-
actiicar no mundo. Embora a colheita mecanica tenha se intensificado, a colheita manual
ainda predomina empregando cerca de 500 mil trabalhadores em todo pais (Barbosa et al.,
2012).

O manejo utilizado nas lavouras de cana-de-agucar (Saccharum spp.), é considerado
prejudicial a saide devido ao emprego corriqueiro da queima da palha previamente a sua
colheita. Essa queima produz uma fuligem rica em material particulado (PM), poluente este
considerado nocivo e causador de efeitos deletérios a sadde humana. Este material
particulado € todo tipo de poeira que se encontra suspenso na atmosfera, sendo dividido em
3 tipos de particulas de acordo com seu didmetro: grossa de 10um, fina de 2,5 um e
ultrafina de 0,1 um, sendo que estas particulas possuem a capacidade de penetrar nas vias
aéreas e causar reagoes inflamatdrias nos alvéolos pulmonares (Arbex et al., 2004).

Em estudo realizado por Zancul (1998) foi observado que a emissdo de material
particulado na regido metropolitana de Sdo Paulo por veiculos automotivos era de
aproximadamente 62 toneladas/dia, ao passo que a emissdo de material particulado
proveniente da queima da palha das lavouras de cana-de-acicar poderia chegar a 285
toneladas/dia em regides proximas de lavouras que utilizam a queima da palha previamente
a sua colheita.

A poluicdo ambiental tem demonstrado exaustivamente como fonte geradora de
efeitos deletérios a saide humana, em especial gerando problemas cardiorrespiratérios.
Estudos epidemiolégicos tem demonstrado que a exposi¢do ao material particulado esta
associada ao aumento de risco de saide na infincia, exacerbagdo de sintomas respiratorios
tais como asma, e aumento na admissdo hospitalar. Estudos recentes documentaram os
efeitos adversos do material particulado sobre a saide infantil causando mortalidade
infantil devido a redu¢do da funcdo cardiopulmonar (WHO, 2005; Yoshida et al., 2012).

Uma associac@o positiva entre a concentragdo ambiente de material particulado e
relatos de caso de morbidade pulmonar e cardiacos tem sido observada (Doll, 1978;
Silbajoris et al., 2011). Poluentes ambientais podem desencadear respostas desfavordveis

principalmente sobre o sistema respiratorio humano que € umas das principais dreas



expostas a poluicdo ambiente (Gulisano et al., 1995; Foltinova et al.,2002; Danielsen et al.,
2010).

A Poluicdo do ar € uma das grandes responsdveis por doencas cardiovasculares,
incluindo insuficiéncia cardiaca congestiva (Schwartz, 1999), doenca coronariana (Ruckerl
et al., 2006), e infarto agudo do miocardio (Peters et al., 2004). Estudos epidemioldgicos
tém reportado uma consistente associacdo entre exposi¢do de particulas de poluicdo do ar
com didmetro <10 um (PM,) e mortalidade e morbidade cardiorrespiratoria (Brunekreef &
Holgate, 2002; Schwartz, 1997).

Particulas finas e ultrafinas (didmetro < 2,5 pm) t€ém um papel importante nas
mudangas patofisioldégicas pulmonares (Samet et al., 2000). As particulas inaladas podem
levar a inflamacdes pulmonares e subsequente liberagdao de mediadores soliveis que
influenciam os parametros, entre eles a coagulacdo sanguinea (Donaldson et al., 2008).
Apesar da relacdo entre niveis de particulas e taxas de mortalidade e morbidade por
doengas respiratorias e cardiovasculares estarem bem estabelecidas, os mecanismos
responsaveis por essa associacdo ainda ndo estdo completamente estabelecidos (Koening,
1993; Kodavanti et al, 2002; Kodavanti et al., 2008; Yang et al., 2013).

A inalacdo de particulas PM;y pode estimular a producdo de espécies reativas de
oxigénio e mediadores inflamatdrios (citocinas) pelos macréfagos alveolares, células
epiteliais e outras células pulmonares (van Eeden et al., 2001). Estudos in vitro usando
macréfagos alveolares e células epiteliais do pulmio respondem as particulas PM;g
resultando na amplificacdo da producdo destes mediadores, a qual pode conduzir a
alteracoes em muitos processos metabdlicos como fagocitose, proliferacdo e apoptose
(Becker et al., 2003; Poma et al., 2006).

Tem se tornado claro que a exposicdo ao material particulado pode levar a
exacerbacdo de vdrias doencgas nio apenas limitadas aos pulmdes, mas também ao sistema
circulatério. Estudos tem demonstrado uma associacdo entre poluicdo por material
particulado e doenga pulmonar obstrutiva cronica, asma, bronquite e doenca cardiovascular.
Estudos recentes mostram também que a exposi¢do ao material particulado pode levar a
diabetes e patologia do sistema nervoso central (Van Berlo et al., 2012; Lui et al., 2013).

O presente estudo baseia-se no fato de que sdo escassos os trabalhos referentes ao

material particulado proveniente da combustdo da biomassa da cana-de-agicar, abordando



seus efeitos deletérios a saude, utilizando-se de modelos de experimentacao animal para sua
comprovacgdo cientifica, em um pais onde esta cultura agricola se encontra em franca
expansdo e ainda é comum a pratica do uso do fogo nestas lavouras. Optou-se também por
utilizar a exposicdo ao material particulado combinado a infec¢do por Staphylococcus
aureus para analisar diferencas entre a inflamacdo provocada pelo particulado e pela
infec¢do bacteriana e ambos em conjunto, visto que os estudos neste campo sdo bastante
€scassos.

Devido a sua fung¢@o bioldgica, os ratos tém sido animais de primeira escolha para o
estudo dos efeitos toxicologicos de poluentes atmosféricos sobre o aparelho respiratdrio
humano, uma vez que este modelo é compativel ao da fungdo humana para respostas as
agressoes morfoldogicas e fisiopatologicas, segundo apontam Harkema et al. (1993) e

Mauderly (1996). Por tal motivo, optou-se por utilizar ratos wistar no presente estudo.



2 REVISAO DE LITERATURA

O corte da cana-de-aguicar é mecanizado em 25% da producdo brasileira e 40% da
producdo paulista, sendo que o restante é cortado manualmente apds queima da lavoura

pré-corte (Ribeiro, 2008).

O material particulado oriundo da biomassa € o que apresenta maior toxicidade e o
que tem sido mais estudado pelos pesquisadores. Ele € constituido 94% por particulas finas
e ultrafinas, particulas estas responsédveis por desencadear doencas no aparelho respiratério
e motivar a producdo de fatores pré-inflamatorios (Arbex et al. 2004).

Estudos internacionais e nacionais reportam a associacao entre episddios agudos de
polui¢do do ar atmosférico, similares aos gerados pela queima das lavouras de cana-de-
acticar, e a ocorréncia de O6bitos e internacdes hospitalares por problemas cardio-
respiratdrios, dentre os quais pode-se aqui citar o caso da polui¢do em Londres, em 1952,
que registrou um incremento de aproximadamente 4000 6bitos. Em todos os casos de
poluicdo aguda citados pela literatura, elegeu-se o material particulado inaldavel (PM;o -
0,1um) como o maior causador de efeitos deletérios a saude humana (Logan, 1953; Freitas et
al., 2004).

Um ndmero considerdvel de estudos epidemioldgicos tem estabelecido uma
associacdo entre a exposicdo a particulas de poluicio e o aumento da morbidade e
mortalidade por doencas pulmonares e cardiovasculares. InvestigacOes toxicoldgicas em
animais € humanos tem demonstrado que a curto prazo, tal exposi¢do leva a inflamacao
pulmonar e sistémica, gerando a exacerbacdo de doengas cronicas inflamatérias tais como

asma e doenca pulmonar cronica obstrutiva (Val et al., 2013).

2.1 Estudos Epidemiolégicos

Estudo epidemioldgico conduzido na China por Zhang & Smith (2007), verificou
que a utilizacdo da queima da biomassa como fonte de energia gera um forte impacto na
satde da populagdo exposta a este evento, dentre os quais citam: cincer de pulmao, doencas
respiratdrias, infeccdes respiratérias agudas, doenca pulmonar obstrutiva cronica e

comprometimento do sistema imunoldgico.



Pesquisas epidemiolégicas amparadas por experimentos em animais apontam que a
exposicao a poluentes do ar no periodo intrauterino e pos-natal podem levar a disturbios de
crescimento pulmonar e aumentam significativamente os riscos de contrair infecg¢oes
respiratdrias no periodo pds —natal (WHO, 2005).

Estudo conduzido em pacientes cardiopatas por Ruckerl et al. (2007) detectou uma
associacdo positiva entre o aumento de PM ;o atmosférico e os niveis de fibrinogénio no
plasma sanguineo. Este estudo também apontou que o aumento da concentracdo de
particulas atmosféricas gerou um aumento dos niveis plasmadticos de IL-6.

A exposi¢do a polui¢do do ar tem sido associada a isquemia aguda e debilidade da
funcdo do miocardio especialmente em fungcdo da composicdo quimica do material
particulado, principalmente naqueles rico em vanddio e niquel (Golomb et al., 2012).

Estudos realizados por Pope et al. (1995) e Seaton et al. (1995) apontam que um dos
principais efeitos sistémicos do material particulado no sistema circulatério € a formacgao de
trombos. O mecanismo pelo qual este processo ocorre ainda € incerto, porém acredita-se
que hd um aumento na producdo de fatores pré-coagulantes, como o fibrinogénio,
resultante da liberacdo de IL-6 por macréfagos alveolares ou células epiteliais.

Wu et al. (2013) investigaram o aumento de pressdo arterial associado a poluicio
por constituintes do material particulado na China, reportando aumento de pressdo arterial
quando estudantes foram expostos a concentra¢des ambientais de PM;.

Kashima er al. (2012) evidenciaram um aumento no risco de doenga cardiaca,
arritmia e mortalidade por pneumonia em pessoas expostas ao particulado da poeira asiatica
no oeste do Japao.

Tremlova et al. (2013), apontaram que minerais como zinco, ferro, arsénio e cddmio
presente no material particulado, podem contaminar verduras como acelga e alface, e
indiretamente serem consumidos pela populacdo.

Miller et al. (2007) observaram que mulheres que foram expostas a um aumento nas
concentracdes de material particulado de 10pg /m’ apresentavam um risco relativo RR de

1,21 para experimentar alguma doenga coronariana e 1,35 de apresentar derrame.

2.2 Estudos Experimentais



Carter et al. (1997) apontaram que metais presentes no material particulado, em
especial o vanddio ou os presentes na cinza em suspensdo proveniente da queima de 6leo
diesel, induzem o aumento de IL-8, IL-6 e TNF em culturas celulares do aparelho
respiratorio humano.

Brauer (1999) exp0s ratos a fumaca proveniente da queima de madeira de carvalho
durante uma hora e, em seguida, os mesmos foram expostos ao Staphylococcus aureus por
instilacdo intratraqueal. A bactéria mostrou-se mais virulenta no grupo exposto a fumaca
que no grupo controle, sugerindo uma possivel reducdo da resposta imunoldgica bronco-
alveolar no grupo exposto a fumaca.

Estudo realizado por Becker & Soukup (1999) apontou que a resposta imunoldgica
alveolar regulada por macréfagos € alterada pela presenca de material particulado inaldvel
(PMyp).

Ding et al. (2010) trataram ratos com instilacdo intra-traqueal de material
particulado fino, e observaram inflamacdo pulmonar caracterizada por infiltrado de
macréfago e neutréfilo causada por elevacdo nos valores de TNF-a, devido ao estresse
oxidativo gerado nas células epiteliais das vias aéreas.

Ratos Wistar foram expostos a concentracOes de material particulado inaldvel por 6
horas/dia, 1 dia/semana, durante 16 semanas consecutivas e, apds este periodo, foram
observadas degeneracdo multifocal do misculo cardiaco com presenga de fibrose,
inflamacao cronica ativa e redugdo do niimero de mastdcitos (Kodavanti et al, 2003).

Ratos expostos a poluentes provenientes da queima de biomassa durante 70 dias, e
desafiados com aerossol de ovalbumina nos quatro dltimos dias apds prévia sensibilizacao,
apresentaram declinio da func¢do pulmonar causado pela exposicdo ao poluente, apds
constatar reducdo de IFN-y e aumento de IL-4 na lavagem bronco-alveolar e no plasma
sanguineo (Tesfaigzi et al, 2005).

Levesque et al. (2011) realizaram estudos de exposicdo de ratos a fumaca
proveniente de 6leo diesel e observaram uma expressao significativa na producao de IL-6,
IL-1B, TNF-a pelas células dos tecidos cerebrais, enquanto Mogan et al. (2011) avaliaram o
cérebro de ratos expostos a material particulado urbano administrado via aerossol e

observaram a produgdo de IL-1a e TNF-a pelas células do cortex cerebral.



Estudo conduzido na Nova Zelandia por Miyata et al. (2013), onde coelhos foram
expostos ao material particulado (PMjp) por 4 semanas consecutivas, registrou aumento na
concentragdo de IL-6 e IL-8 na lavagem bronco-alveolar, além de promover o recrutamento
de macroéfagos e células polimorfonucleares.

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina sintetizada por mondcitos, células
endoteliais, fibroblastos, entre outras células, em resposta a microrganismos e também a
outras citocinas como interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Entre
outros fatores que regulam sua expressdo, estd a producdo dos hormonios estrogeno e
testosterona, sendo que na menopausa e andropausa seus niveis se tornam mais elevados,
mesmo na auséncia de infecgdes. A propria hiperglicemia, caracteristica da intolerancia a
glicose tem relagdo com a sintese imediata de IL-6, também desempenha um processo
importante na ruptura ou erosdo na placa de aterosclerose, tendo seus valores séricos
aumentados neste evento, sendo que niveis elevados de IL-6 estdo associados ao risco
aumentado de isquemia do miocardio (Gomes et al., 2009).

Existem evidéncias cientificas sugerindo uma associagdo entre a exposicao a toxinas
ambientais e a susceptibilidade a diabetes tipo 2. Este modelo estaria ligado a redugdo da
termogenesis provocando uma associacdo entre a exposi¢cdo ao material particulado e a

resisténcia a insulina (Lui et al., 2013).

2.3 Os efeitos do Material Particulado

Estudo realizado na Inglaterra demonstrou que hd uma significativa diferenga na
composi¢do quimica do material particulado inaldvel grosso (10um) e fino (2,5.m). De
acordo com o estudo Willians (1999), o primeiro é composto majoritariamente de material
inorganico, enquanto o segundo contém uma por¢do maior de material organico. Devido ao
seu tamanho e poder de penetracdo, o material particulado fino e ultrafino sdo considerados
mais nocivos a saude.

Estudos ocupacionais e toxicolégicos apontam que os efeitos do material
particulado no organismo de animais estdo associados as caracteristicas fisico-quimicas do
mesmo. Assim, o estudo da composi¢cdo quimica e forma fisica deste poluente, €

fundamental para compreender seus efeitos deletérios no organismo animal, embora,



poucos estudos neste sentido tenham sido realizados e pouco se sabe sobre os efeitos destes
componentes na fisiopatologia humana e animal (Kodavanti et al., 2002).

Embora a exposi¢do humana ao material particulado esteja associada a efeitos
cardiovasculares adversos, as suas causas especificas ainda ndo foram elucidadas. O
material particulado ambiente possui uma composicao fisico-quimica heterogénea e contém
uma significante quantidade de metais que pode ser responsabilizados pelas alteragdes no
aparelho circulatério, dentre os quais pode-se destacar zinco, aluminio, silica e cobre,
variando o percentual de cada elemento quimico na composi¢do do material particulado em
funcdo da sua fonte e localizagcdo geografica (Kodavanti et al., 2008).

Durante a dltima década tem crescido a preocupag¢do em relacdo a polui¢do por
material particulado e seus efeitos deletérios sobre a saude humana. Aos seus componentes
quimicos tém sido atribuido a maior parte do estresse oxidativo gerado nos alvéolos
pulmonares e a consequente liberacdo de substancias pré-inflamatérias (citocinas). A
natureza e o grau do estresse oxidativo gerado pelo material particulado depende, portanto,
de sua composi¢ao quimica e do grupo de células exposto ao poluente (Yang et al., 2013).

A toxicidade do material particulado resulta de sua habilidade em produzir espécie
reativas de oxigénio nas células epiteliais e macréfagos. Este estresse oxidativo gerado pelo
particulado nestas células leva a produgdo de fatores pré-inflamatdrios locais e sistémicos,

tais como citocinas IL-6 e IL-8 (Val et al., 2013).



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos deletérios do material
particulado inaldvel proveniente da combustdo da palha de cana-de-agicar sobre aparelho
respiratorio e circulatorio de ratos machos Wistar associado ou ndo a infec¢do por

Staphylococcus aureus.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da FOP-

UNICAMP sob o nimero 1405-1/2007.

4.2 Selecao e Analise Fisico-Quimica do Poluente
O material particulado inaldvel (PM;g.0,1.m) proveniente da combustdo da palha de
cana-de-agucar foi obtido em um forno no qual foram adaptados filtros de papel de 10um

(Digilab Ltda, BRA), como mostra a Figura 1.

—
\\

7 Filtros

4

Bomba
de vacuo

\ | Camara

de
combustao

Figura 1. Desenho esquemadtico e fotografia do forno utilizado para obtencao das amostras

de material particulado.

Uma vez obtidos os filtros impregnados com o material particulado de 10 pm, este
foi triturado, diluido em soro fisioldgico (suspensio PM;g) e submetido a sonicacdo

(vibracao).
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Como controle foi elaborado uma suspensdo com o mesmo filtro de papel ndo
exposto ao material particulado. A analise fisica da forma do material particulado foi feita
por observacdo direta em microscopia Optica binocular (Opticam, BRA), sendo que as
particulas foram medidas por meio da andlise das imagens no software Image Pro Plus
(Media Cybernectis, EUA).

Para obten¢do das suspensdes, ambos os filtros com e sem o material particulado,
foram diluidos em 100 mL de solu¢do de NaCl a 0,9% e sonicados durante 20 minutos.
Formou-se uma solucao de 2mg/ml de material particulado em soro fisiolégico.

A anélise quimica do particulado foi realizada por meio de cromatografia gasosa
ap6s microextragdo em fase sélida (Solid Phase Micro-Extraction - SPME) pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp.
Para tanto, foram adicionados 15 mL das suspensdes e 2g de NaCl em um frasco, o qual foi
lacrado e colocado em um banho termostatizado a 70°C, permanecendo 30 minutos sobre
agitacdo constante. Decorrido este tempo, a fibra de SPME (PDMS-DVB 65um) foi
introduzida no frasco e exposta ao seu headspace por um periodo de 30 minutos, sendo
imediatamente retirada e introduzida no injetor do cromatégrafo para dessor¢do dos
analitos. A andlise por GC-MS foi realizada em um Cromatdgrafo HP-6890 (HP-Hewlett
Packard-EUA) acoplado a detector seletivo de massas HP-5975 com coluna capilar HP-
SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

4.3 Seleciao dos animais
Uma vez obtidas as suspensdes, 28 ratos, machos jovens com 5 semanas (Rattus
norvegicus — Wistar,; adaptado de De Kwaadsteniet ef al., 2009) foram divididos em quatro
grupos de 7 animais cada, e submetidos aos seguintes tratamentos, conforme mostra figura
2:
Grupo I - exposto ao material particulado — 40uL da suspensdao do material particulado foi
instilado em cada narina dos animais, uma vez ao dia, durante 7 dias (adaptado
de Mazzoli-Rocha et al., 2008);
Grupo II - exposto ao material particulado e a infeccdo estafilocdcica induzida — 40uL da
suspensdao do material particulado foi instilado em cada narina dos animais, uma

vez ao dia, durante 7 dias e, juntamente com o material particulado, foi instilado
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20 pL de uma suspensdo de 10" cfu/mL Staphylococcus aureus ATCC 25923
(adaptado de De Kwaadsteniet et al., 2009);

Grupo III - controle — sem exposicdo ao material particulado - foi instilado 40 pL da
suspensdo de filtro de papel limpo em soro fisiologico em cada narina dos
animais, uma vez ao dia, durante 7 dias;

Grupo IV - exposto apenas 2 infeccdo estafilocécica — 20uL de uma suspensdo de 10’
cfu/mL Staphylococcus aureus ATCC 25923 (adaptado de De Kwaadsteniet et

al., 2009) em cada narina, durante 7 dias.

Figura 2. Tratamento da solu¢do intranasal nos animais.

4.4 Analise Histologica e Morfométrica

Ap6s 7 dias de tratamento, todos os animais foram anestesiados com solugdo de
pentobarbital sédico intraperitoneal (40mg/kg) e em seguida eutanasiados por sobredose da
anestesia. Apds a remog¢ao do aparelho respiratério, um pulmao foi mantido em soluciao de
fixador (4% paraformaldeido em fosfatase salina tamponada - pH 7,2) para andlise
histolégica. As pegas foram processadas em laminas histologicas de 6 pm, em técnica
histologica padrao, coradas com HE (hematoxilina-eosina).

As laminas de pulmdo, coracdo e traqueia foram analisadas e fotografadas em
fotomicroscopio 6ptico - Leica DLMP, equipado com camera digital (Leica DFC-280 —

Leica Microsystems-USA). Para avaliagdo das lesdes nos pulmdes foram escolhidos

12



campos microscopicos contendo bronquiolos, alvéolos e vasos sanguineos. Cada estrutura
foi avaliada por escores atribuidos de acordo com a intensidade das lesdes (Rodrigues,
2007): grau O - sem alteracdo, grau 1 — discreto (com até 25% do campo com lesdo), grau 2
— moderado (com 25% a 50% do campo com lesdo), grau 3 — intenso (de 50% a 75% do
campo com lesdo), grau 4 — grave (de 75% a 100% do campo com lesdo). As laminas
também foram classificadas de acordo com seu aspecto global. Os resultados foram obtidos
pela soma de todos os parametros. Para o tecido cardiaco utilizou-se a mesma metodologia
de escores atribuidos aos tecidos pulmonares.

As medigdes da espessura dos tecidos foram feitas utilizando o programa Leica
Application Suite (Leica Microsystems-USA). Na traqueia foram medidas as distincias
entre a porcdo terminal do musculo liso até extremidade das células caliciformes (medida
do comprimento mais longo) e do come¢o da cartilagem hialina até a extremidade das
células caliciformes (medida do comprimento mais curta). De cada campo observado foram

realizadas medi¢Oes na regido central, na borda esquerda e na borda direita.

4.5 Imunoensaio - ELISA

Um dos pulmdes foi mantido a -80° Celsius e posteriormente macerado e
centrifugado em 50mM tris-HCI (pH 7,5). O sobrenadante foi submetido a imunoensaio
para andlise da presenca das citocinas GRO-a, IL-1p, IL-1a, IL-6, IFN-y ¢ TNF-a.

Foram utilizadas placas de 96 pogos, as quais foram cobertas com 100 pL/poco,
com anticorpos de captura para cada citocina de acordo com as instru¢des do fabricante
(PeproTech Inc. New Jersey, USA). As placas foram deixadas a temperatura ambiente,
overnigth. Depois foram lavadas com 0,05% Tween 20 em PBS trés vezes, processo
repetido antes de cada etapa. Foram adicionados 300 pL de tampao de bloqueio 1% BSA
em PBS a cada poco. As placas foram incubadas por 1 hora, e foram acrescentados 100 pL
das amostras (diluidas 1:2) ou das solu¢des-padrao.

As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas e 100 puL do
anticorpo de deteccdo foram adicionados aos pogos. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 2 horas e 100 pL de uma solugdo de conjugado de avidina foi

adicionado em cada poco. Apds 20 minutos, 100 pL. de solugdo para substrato (ABTS) foi
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adicionado. As placas foram mantidas em temperatura ambiente e a reagdo colorimétrica

foi lida em espectrofotometro no comprimento de onda de 405nm com corre¢do de 650nm.

Abaixo um resumo por etapa do processo:

1.

2.

A placa foi revestida com anticorpos de captura para GRO-a, IL-18, IL-1a, IL-
6, IFN-y e TNF-q;

Foram adicionadas para ligacdo com anticorpos de captura solu¢do tampao de
bloqueio (BSA), para bloqueio de sitios de ligagcdo inespecificos;

Depois as placas foram novamente lavadas, sendo acrescentada amostra
incubada em temperatura ambiente;

Ap6s este periodo, as mesmas foram lavadas e foram adicionados anticorpos de
deteccdo;

A placa foi lavada para remover a solucao de avidina-peroxidase conjugado;
ABTS solucdo para substrato foram adicionados € mantidos em temperatura
ambiente para o desenvolvimento de cor;

A densidade Optica foi obtida a 405 nm com correcdo para comprimento de onda

650 nm;

4.6 Analise Estatistica

Para andlise das medicdes dos tecidos pulmonares e da traqueia utilizou-se o teste

de Mann-Whitney e ANOVA (Tukey) respectivamente. Os resultados das dosagens de

citocinas nos tecidos pulmonares foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis. As

andlises foram realizadas com o pacote estatistico BioEstat 5.0 (Instituto Mamiramud,

Belém, PA), sendo considerado o nivel de significincia de 5%.
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5 RESULTADOS

A andlise das particulas de material particulado das suspensdes de PM;o (A) e do
controle (B) foram analisadas em microscopia Optica e foi possivel observar que o tamanho
médio (£DP) das particulas de ambas as suspensdes foi de 9,3 + 0,81 um conforme mostra

a figura 3 abaixo.

10 pm 20 pm
b =

,L‘G\'/ b ‘Im i

(A) (B)
Figura 3. Particulas obtidas para as suspensdes de PM;j (A) e controle

(B). Aumento 100x.

Na avaliacdo de cromatografia gasosa 0s principais componentes quimicos
detectados na amostra do material particulado de cana-de-agicar foram o éster de acido
ftalico, seguido de fenol e naftalenocarboxialdeido, dentre outros, conforme mostra tabela 1

abaixo.
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Tabela 1 - Analitos identificados na amostra do particulado de cana de agucar.

tg (min) @ Identificacio % relativa

2,75 acido acético 1,48

12,36 benzaldeido 3,93

14,55 fenol 6,74

18,92 M =120 4,77

25,02 M =136 1,03

30,42 2-(1-metiletil) fenol 1,63

45,32 éster metilico do acido 3-hidroxi benzdico 1,62

46,60 1-naftalenocarboxaldeido 6,63

47,72 M =184 4,65

59,47 9H-fluoren-9-ona 4,29

66,94 éster de acido ftalico 12,81

‘

77,16 n.i. 2,48

¥ _ Tempo de reten¢do dos analitos; * - fra¢io em porcentagem da drea total

©

integrada para o cromatograma; ~ — nao identificado
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Conforme pode ser observado no quadro 1 abaixo, os cortes histolégicos (HE, x5)
dos bronquiolos, alvéolos e traqueia de um animal representativo de cada um dos 4 grupos
estudados para analisar variagdes nos padroes de normalidade. Foram notadas em maior
aumento, a presenca de macrdfagos e polimorfonucleares nos alvéolos pulmonares do

grupo [, [T e IV.

Quadro 1. Cortes histolégicos (HE, 5 vezes de aumento) dos bronquiolos, alvéolos e

traqueia de um animal representativo de cada grupo.

Grupo Bronquiolo Alvéolos Alvéolos Traqueia

O grupo I e o grupo IV foram os que apresentaram escores mais elevados para os
parametros avaliados do tecido pulmonar na soma total dos escores para alvéolo,

bronquiolo e vaso sanguineo: 14 e 14,71; respectivamente. Porém, apenas o grupo IV
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apresentou diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle na soma de todos os
escores conforme mostra a Tabela 2. Nela também € possivel notar o percentual da drea
dos alvéolos e notar que quanto menor a drea, maior o quadro de inflamac¢do acometido no
alvéolo. Pode-se notar que o maior quadro de inflamacdo foi no grupo IV com menor

percentual de drea alveolar 42,39 e o menor quadro de inflamacao no grupo controle 53,10.

Tabela 2. Média (£ desvio padrdao) dos escores da avaliacdo histopatologica dos pulmdes e

area dos alvéolos pulmonares (% + DP).

Vaso .
Pulméo Alvéolo  Bronquiolo Escore Total Soma total  Area dos alvéolos (%)
Sanguineo
Grupol 3,71+£0,76 3,86+0,38 3,00+1,00 3,43+0,53 14,00+1,63 47,32 £3,72
Grupo Il 3,71 +0,49 3,43+0,79 2,57+0,53 3,14+0,69 12,86+2,04 45,39 + 3,69
Grupo Il 3,14+0,90 3,29+0,76 2,71+0,76 3,14+0,69 12,29 +2.69 53,10 £ 10,53

GrupoIV 3,71+£0,49 3,71+0,49 3,57+0,79 3,71+0,49 14,71 +138 * 42,39 + 3,98

* Diferenca estatistica em relagdo ao controle (p<0,05) teste de Mann Whitney

Em relacio ao tecido cardiaco, ndao foi observada nenhuma alteracdo
estatisticamente significante.

A andlise morfométrica da traqueia demonstrou uma diminui¢do do espessamento
da camada do tecido conjuntivo subjacente ao epitélio ciliar mais acentuado no Grupo II
(PMo + S. aureus). Na medida do comprimento longo (distancia entre a por¢do terminal do
musculo liso até a extremidade das células caliciformes), o grupo II foi significativamente
inferior (p<0,05) em relagdo ao controle nas medidas da borda direita € no centro, nao

havendo diferenca em relagdo aos demais grupos conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Média (+DP) das distancias da por¢do terminal da musculatura lisa da

traqueia até a extremidade das células caliciformes.

Distancias entre a por¢ao terminal do musculo liso

até extremidade das células caliciformes (em pm)

Traqueia Borda Direita Centro Borda esquerda
Grupo I 271,25 + 100,46 300,98 + 83,56 268,30 + 104,98
Grupo II 273,68 +111,67* 308,79 £41,61* 272,96 + 81,50
Grupo III 276,35 +45,57 368,09 + 43,52 350,06 + 57,07
Grupo IV 279,50 + 89,44 335,34 + 34,89 293,41 £ 112,45

* Diferenca estatisticamente significante em relacéo ao controle (ANOVA p<0,05)

Na medida do comprimento mais curto (comeco da cartilagem hialina até a
extremidade das células caliciformes), o Grupo I causou diminui¢ao significativa (p<0,05)
em relacdo ao controle, da espessura da borda esquerda da cartilagem hialina até a
extremidade das células caliciformes. Nas medidas de centro, todos os tratamentos foram
significativamente (p<0,05) menores que o controle. J4 na borda direita, os grupos Il e IV
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) em relagdo ao controle como mostra a

Tabela 4.

Tabela 4. Média (£DP) das distancias da cartilagem hialina até a extremidade das

células caliciformes.

Medida entre o comego da cartilagem hialina até a

extremidade das células caliciformes (em pm)

Traqueia Borda Direita Centro Borda esquerda
Grupo I 101,65 + 43,66 109,05 £25,31%* 135,88 £51,65*
Grupo II 135,72 +75,48* 121,61 +35,19* 124,13 + 50,29
Grupo III 149,42 + 42,05 169,09 + 33,93 179,65 + 53,80
Grupo IV 129,12 +53,03* 123,59 + 34,30%* 137,88 + 39,41

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle (ANOVA, p<0,05)
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Com relagdo ao teste de imunoensaio ELISA, conforme pode ser observado na
figura 4, o grupo I apresentou diferenca estatistica na producdo de IL-1 B em relacdo a
todos os demais grupos. Os grupos I e II apresentaram maior concentracdo de IL-1a em
comparacdo com o controle. O grupo I expressou quantidades significativamente mais
elevadas (p<0,05) de IFN-y com relacdo a todos os demais grupos, e de TNF-a em relacdo
ao grupo IV. Nenhuma alteracdo foi verificada na expressdo de GRO-a. A quantificacio de
citocinas no tecido pulmonar demonstrou um efeito acentuado do poluente sobre a
liberacdo destes mediadores inflamatdrios. O grupo I também apresentou (p<0,05) uma
maior expressdo de IL-6 em relacdo ao grupo controle e o grupo IV.

Foi possivel observar as diferengas na liberagao de mediadores inflamatérios entre o
grupo I, exposto ao material particulado, e o grupo IV, exposto apenas a infeccao por S.
aureus. Houve uma maior producdo de IL-1 B, TNF-a, IFN-y e IL-6 no grupo I quando
comparado ao grupo IV, mostrando assim uma diferenca na resposta inflamatoéria local.

Quando se compara o grupo I, exposto ao particulado, ao grupo II, exposto ao
particulado e a infecc@o por S. aureus, observou-se uma diferenca na producdo de apenas
duas interleucinas por parte do grupo I: IL-1 3 e IFN-y.

Comparando a producdo de interleucina entre os grupos II e grupo IV, ndo ha

diferenca estatistica significante entre eles.
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Figura 4. Quantificacdo de citocinas inflamatérias do tecido pulmonar apds 7 dias
de tratamento com os diferentes tratamentos empregados. Letras diferentes denotam

diferencas estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis, p<0,05).

21



6 DISCUSSAO

O ester de 4cido ftdlico foi um dos principais componentes da composi¢do quimica
do material particulado da cana-de-acgicar. Segundo estudo de Meeker et al. (2009), a
exposi¢cdo a derivados do 4cido ftdlico podem gerar efeitos sistémicos, tais como alergias,
rinites, reagcdes asmdticas e toxicidade direta aos pulmdes. Numerosos estudos em animais e
humanos tem demonstrado que a exposicdo a ftalatos no periodo gestacional induz a
reducdo na producdo fetal de testosterona gerando anormalidades tais como malformacgdo
do epididimo, vesicula seminal e prostata. Em adultos, os ftalatos estdo associados a
alteracdo na qualidade do sémen e na producdo de testosterona. No estudo publicado por
Val et al. (2013), a composicdo quimica do material particulado urbano estudado foi
composta em sua maioria por levoglucosano, seguido de dcido estedrico e apenas pequenos

tracos de acido ftalico.

Tais resultados vem de encontro aos apontamentos de Arbex et al. (2004) e Ribeiro
(2008). Nao € casual o fato de que inimeros pacientes no periodo de colheita da cana-de-
aclcar apresentam piora nos sintomas de doencas respiratdrias, tais como asma, rinite,
bronquite e enfisema. Nao raro, individuos sauddveis apresentam problemas nas vias aéreas

superiores com irritacdo no nariz e garganta neste mesmo periodo.

Particulas de material particulado se depositadas nas vias aéreas superiores podem
ser removidas por movimentos mucociliares € processos mecanicos como tosse € espirros,
enquanto particulas menores PMs s, PMy; e nanoparticulas, as quais representam mais de
50% da composi¢ao do PM;o, podendo chegar até 94% no material particulado oriundo de
biomassa, sdao componentes mais toxicos, capazes de ultrapassar os mecanismos de defesa
local e se acumular nas paredes dos alvéolos causando inflamacdo pulmonar ou podendo
chegar até a circulacdo sistémica (Tao et al., 2003; Arbex et al., 2004; Mazzoli-Rocha et
al., 2008). Tais eventos motivam a migracdo de células de defesa, especialmente
macréfagos, e culminam na producgdo local de citocinas, gerando inflamacao nos alvéolos
pulmonares (Yang et al., 2013).

No presente estudo ndo houve alteracio nas concentragdes de TNF-o quando
comparados o grupo I e o controle (grupo III), apenas entre o grupo I e grupo I'V. No estudo

de Ding et al. (2010), apds instilac@o intratraqueal de PM, por trés dias consecutivos em
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ratos, apresentou aumento significativo na concentracdo de TNF-a nos tecidos pulmonares.
Ou seja, o material particulado da cana-de-agicar ndo estimulou a produc¢do de TNF-a
quando comparado ao grupo controle, citocina esta responsdvel pelo processo de apoptose e
que influencia no desenvolvimento de cancer e fibrose do tecido pulmonar (Overocker &
Pfau, 2012).

Foi observada a presenca de polimorfonucleares e macréfagos no tecido pulmonar
no grupo exposto ao material particulado no presente estudo, assim como os resultados de
Nemmar et al. (2007) que, apés a administracdo sistémica de particulas provenientes da
exaustdo da fumaca de 6leo diesel em camundongos, observaram alteracdo nos alvéolos
pulmonares, com migragdo de células polimorfonucleares (PMN) e macr6fagos. A presenca
do material particulado gera nos macréfagos a producdo de espécies reativas de oxigénio
que levam a producdo de citocinas, influenciando na producdo de linfocitos que estdo
relacionados a certas doencas do sistema imune tais como asma e doenca pulmonar
obstrutiva cronica (Overocker & Pfau, 2012; Val ef al., 2013).

Os nossos resultados também estdo de acordo com os de Schaumann et al. (2004)
que demonstraram que concentragdes ambientais relevantes de PM;o induzem a inflamagdo
pulmonar com um influxo seletivo de mondcitos. No presente estudo também foram
identificados mondcitos nos alvéolos pulmonares estudados.

A variacdo histologica do espaco alveolar no presente estudo foi digna de nota
apenas no grupo IV, grupo exposto apenas a infecc@o por S. aureus. No entanto, no estudo
de Martin et al. (2007), a instilagdo de particulas de poluicdo do ar da cidade de Buenos
Aires durante 7 dias em camundongos resultou em uma reducdo do espaco alveolar no
pulmao, associado com a infiltragdo de células, principalmente macréfagos e mondcitos.

A andlise histopatologica do corag@o nao revelou nenhuma alteracdo do grupo I em
relacdo aos demais grupos no presente estudo. Tal resultado vai de encontro aos de
Nemmar et al. (2007) que também ndo identificaram alteracdes nos tecidos do coragdo,
figado e rins apds a administracdo sist€émica de particulas provenientes da exaustdo da
fumaca de 6leo diesel em camundongos.

O afinamento na camada de tecido conjuntivo da traqueia foi observado em relacio
a medida de centro em todos os grupos em relacdo ao controle, principalmente na medida

do comprimento mais curto (comeco da cartilagem hialina até a extremidade das células

23



caliciformes). Esta constatacdo corrobora com os dados de Tomkiewicz et al. (1995) os
quais identificaram alteracdes morfolégicas na traqueia de animais expostos a poluentes
atmosféricos.

Estd bem estabelecido que a inalagdo de particulas poluentes pode causar
inflamacdo pulmonar e sistémica (Mills et al., 2009). Estes efeitos tém sido sugeridos como
resultado da liberacdo de mediadores inflamatérios dos pulmdes na circulagdo sist€mica ou
pelos efeitos diretos da producdo local de substancias pro-inflamatdrias ou por efeito direto
das particulas finas e ultrafinas transloucadas (Nemmar et al., 2007; Val et al., 2013). A
quantificacdo de mediadores inflamatérios no presente estudo revelou a producdo de
citocinas inflamatdrias, principalmente pelo grupo I, grupo que recebeu o material
particulado exclusivo. Ocorreu uma producdo significativa na liberacdo de IL-1a, IL-1,
INF-vy e IL-6 em relagdo ao grupo controle.

No presente estudo, a producdo de IL-6 também foi motivada pelo material
particulado da cana-de-aguicar, semelhantes aos estudos realizados com outras fontes de
material particulado. Tal resultado vai de encontro ao estudo experimental em ratos,
conduzido por Mazzoli-Rocha et al. (2008), que mostrou que os efeitos do material
particulado oriundo de poluicdo veicular apresentou os mesmos desfechos respiratorios
comparados ao material particulado oriundo da biomassa da cana-de-agucar.

A associac¢do entre polui¢do do ar e producdo de IL-6 pode estar ligada ao aumento
na producdo de fibrinogénio no plasma sanguineo (Ruckerl et al. 2007). Assim, o aumento
de IL-6 promovido pelo particulado de biomassa da cana-de-agtcar pode agir como indutor
na produgdo de fibrinogénio e agravar casos em pacientes cardiopatas.

A liberacdo de IL-6 corresponde a uma resposta inflamatdria tipica, sendo que
existem relatos de que a inalacdo e a instilacdo de particulas poluentes podem levar a uma
diminui¢cdo da funcido pulmonar e uma resposta inflamatdria caracterizada principalmente
pela liberagdo de IL-6 (Bateson & Schwartz, 2008; Mazzoli-Rocha et al, 2008). A
exposicdo de células epiteliais pulmonares em cultura a particulas de poluicdo demonstrou
um aumento na liberagdo de IL-1B, TNF-a e, principalmente, IL-6 (Totlandsdal er al.,
2008). No presente estudo houve uma maior expressdao de IL-6 no grupo I comparada ao
controle (grupo III) e grupo IV, e maior expressdo de IL-1p comparada a todos demais

grupos.
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O aumento da expressdo de IL-6 e IL-1P também ji foi verificada em culturas
primdrias de células cardiacas de ratos quando expostos a particulas poluentes do ar e em
amostras de sangue de pessoas expostas a quantidades elevadas de particulas de poluicao
do ar (Tornqvist et al., 2007; Totlandsdal et al., 2008).

Estudo conduzido por Xiao et al. (2013) observou que ratos tratados com poluentes
do ar, incluindo material particulado, mostraram uma maior producdo de IL-6 e TNF-a
quando comparados ao grupo controle no primeiro dia apds exposi¢do, mostrando seu
importante papel como mediador de resposta inflamatdéria aguda. No nosso estudo a
producdo de IL-6 também mostrou uma maior expressdo quando comparado ao grupo
controle, porém ndo houve diferenca estatistica entre o grupo I e o controle para produgdo
de TNF-a.

Em estudo realizado por Tesfaigzi et al. (2005), ratos expostos a fumaca oriunda de
madeira tiveram a producdo de INF-y reduzidos se comparados ao grupo controle. No
presente estudo, o grupo I, grupo exposto ao particulado da cana-de-agicar, apresentou
uma expressao mais elevada de INF-y quando comparado a todos os demais grupos.

No presente estudo, a combinagdo de exposicdo ao material particulado mais
instilacdo de S. aureus ndo mostrou mais virulenta em relacdo a andlise histologica do
pulmdo, tampouco da traqueia ou mesmo motivou a producdo de citocinas quando
comparado ao grupo I, grupo IV ou grupo controle. Contudo, no estudo de Migliaccio et al.
(2013) foi verificado que, apds exposicdo de ratos ao material particulado, e posterior
inoculacdo de Streptococcus pneumoniae, a bactéria mostrou-se mais virulenta no grupo
exposto ao poluente quando comparado ao grupo controle devido a presenca de
hidrocarbonetos aromdticos policiclicos, os quais alteram a funcdo dos macréfagos e
suprimem a a¢do de linfécitos, favorecendo portanto, mecanismos de infeccao.

Com base nos dados aqui publicados, fica claro que sd@o necessarios esforcos por
parte do poder publico no intuito de abolir as priticas de queima da palha da cana-de-
acticar previamente a sua colheita. Outros estudos, complementares a este, devem ser

realizados no intuito de reafirmar os resultados aqui apresentados.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que o material particulado oriundo da biomassa de cana-de-actcar tem
como substancia predominante o Ester de dcido ftdlico e gera efeitos adversos ao aparelho
respiratorio de ratos machos Wistar motivando a produgdo de IL-1a, IL-1 B, IL-6 e IFN-y
quando comparado ao grupo controle. Uma resposta inflamatéria diferenciada entre os
grupos I e IV foi observada, mostrando que ambos os grupos motivaram a producdo de
fatores inflamatorios, porém se diferenciando, especialmente pela produgdo de IL-6, TNF-
a, IL-1 B e IFN-y pelo grupo I. A andlise morfométrica da traqueia (comprimento mais

curto) revelou alteracdo na medida de centro de todos os grupos em relag@o ao controle.

26



REFERENCIAS

Arbex MA, Cangado JED, Pereira LAA, Braga ALF, Saldiva PHN. Queima de biomassa e
efeitos sobre a saude. Jornal Brasileiro de Pneumologia. 2004; 30(2): 158-175.

Barbosa CMG, Terra-Filho M, Albuquerque ALP, Giorgi D, Grupi C, Negrao CE et al.
Burnt Sugarcane Haversting — Cardiovascular Effects on a Group of Healthy Workers,
Brazil. Plos on, 2012; 7 (9), september 1-10.

Bateson TF, Schwartaz J. Children’s response to air pollutants. J Toxicol Environ Health A.
2008; 71:238-43.

Becker S, Soukup JM. Exposure to urban air particles alters the macrophage-mediate
inflammatory response to respiratory viral infection. Journal of Toxicology and
Environmental Health. 1999; Part A, 57: 445-457.

Becker S, Soukup JM, Sioutas C, Cassee FR. Response of human alveolar macrophages to
ultrafine, fine, and coarse urban air pollution particles. Exp. Lung Res. 2003; 29 (1): 29—
44,

Brauer, M. Health impacts of biomass air In: HEALTH GUIDELINES FOR
VEGETATION FIRE EVENTS, Lima, Peru, 1998. Geneva, WHO, 1999; 186-220.
(Background papers).

Brunekreef B, Holgate ST. Air pollution and health. Lancet. 2002; 360: 1233-1242.

Carter JD, Ghio AJ, Samet JM, Devlin RB. Cytokine production by human airway
epithelial cells after exposure to an air pollution particle is metal dependent. Am J Respir
Cell Mol Biol. 1997; 146:180-188.

Danielsen PH, Loft S, Jacobsen NR, Jensen KA, Autrup H, Ravanat JL er al. Oxidative
Stress, Inflammation and DNA Damage in Rats After Intratracheal Instillation or Oral
Exposure to Ambient Air and Wood Smoke Particulate Matter. Toxicological Science
2010; 118(2): 574-585.

De Kwaadsteniet M, Doeschate KT, Dicks LM. Nisin F in the treatment of respiratory tract
infections caused by Staphylococcus aureus. Lett Appl Microbiol. 2009; 48(1):65-70.
Ding L, Wang K, Shen H, Comier S. Airborne fine particle matter induced pulmonary

inflammation as well as oxidative stress in neonate rats. Chinese Medical Journal. 2010;
20: 2895-2900.
Doll R. Atmospheric pollution and lung cancer. Environ Health Perspect. 1978; 22:23-31.

27



Donaldson K, Stone V, Seaton A, Macnee W. Ambient particle inhalation and the
cardiovascular system: potential mechanisms. Environ Health Perspect. 2001; 109,
Suppl 4: 523-527.

Freitas C, Bremner SA, Gouveia N, Pereira LAA, Saldiva PHN. Internacdes e 6bitos e sua
relacdo com a polui¢do atmosférica em Sdo Paulo, 1993 a 1997. Rev Saude Publica.
2004; 38(6): 751-757.

Foltinova J, Schrott-Fischer A, Zilinek V, Foltin V, Freysinger W. Is the trachea a marker
of the type of environmental pollution? Laryngoscope. 2002; Apr;112(4):713-20.

Golomb E, Matza D, Cummings CA, Schwalb H, Kodavanti UP, Schneider A et al.
Myocardial mitochondrial injury induced by pulmonary exposure to particulate matter in
rats. Toxicol Pathol. 2012; jul 40(5): 779-88.

Gomes MAM, Neto MCM, Bispo IGA. Interleucina-6, moléculas de adesdo intercelular-1 e
microalbuminuria na avaliagdo da lesdo endotelial. Rev SOCERIJ. 2009; 22(6): 398-403.

Gulisano M, Pacini P, Marceddu S, Orlandini GE. Scanning electron microscopic
evaluation of the alterations induced by polluted air in the rabbit bronchial epithelium.
Anat Anz. 1995; 177:125-131.

Harkema JR, Hopper CG, Hyde DM, St George JA, Wilson DW, Dungworth DL. Response
of macaque bronchiolar epithelium to ambient concentrations of ozone. Am J Patho.
1993; 1143: 857-866.

Kashima S, Yorifuji T, Tsuda T, Eboshida A. Asian dust and daily all-causes or specific
mortality in western Japan. Occup Environ Med. 2012; Oct 19: 908-915.

Kodavanti UP, Schladweiler MCJ, Ledbetter AD; Hauser R, Christiani DC, Samet JM, et
al. Pulmonary and systemic effects of zinco-containing emission particles in three rat
strains: Multiple exposure scenarios. Toxicological Science. 2002; 70: 73-85.

Kodavanti UP, Moyer CF, Ledbetter AD, Schladweiler MC, Costa DL, Hauser R et al.
Inhaled environment combustion particles cause myocardial injury in the wistar kyoto
rats. Toxicological science. 2003; 71: 237-245.

Kodavanti UP, Schladweiler MC, Gilmour PS, Wallenborn JG, Mandavilli BS, Ledbetter
AD et al. Environ Health Perspect. 2008; Jan 116(1): 13-20.

28



Koenig JQ, Larson TV, Hanley QS, Rebolledo V, Dumler K, Checkoway H et al.
Pulmonary function changes in children associated with fine particulate matter. Environ.
Res. 1993; 62, 22-38.

Levesque S, Taetzsch T, Lull ME, Kodavanti U, Stadler K, Wagner A et al. Diesel exhaust
activates and primes microglia: Air pollution, neuroinflammation, and regulation of
dopaminergic neurotoxicity. Envirommental Health Perspectives. 2011; 119: 1149-1155.

Logan WPD. Mortality in London fog incident, 1952. Lancet. 1953; 1:336-8.

Lui C, Ying Z, Harkema J, Sun Q, Rajagopalan S. Epidemiological and experimental links
between air pollution and type 2 diabetes. Toxicol Pathol. 2013; Feb 41(2): 361-373.

Martin S, Dawidowski L, Mandalunis P, Cereceda-Balic F, Tasat DR. Characterization and
biological effect of Buenos Aires urban air particles on mice lungs. Environ Res. 2007;
105(3):340-9.

Mauderly JL. Lung overload: the dilemma and opportunities for resolution. Inhal. Toxicol.
1996; 8 (suppl): 1-28.

Mazzoli-Rocha F, Magalhaes CB, Malm O, Saldiva PH, Zin WA, Faffe DS. Comparative
respiratory toxicity of particles produced by traffic and sugar cane burning. Environ Res.
2008; 108(1): 35-41.

Meeker JD, Sathyanarayana S, Swan SH. Phthalates and other additives in plastics: human
exposure and associated health outcomes. Phil. Trans. R. Soc. B. 2009; 364: 2097-2113.

Migliaccio CT, Kobos E, King KO, Porter V, Jessop F, Ward T. Adverse effects of wood
smoke PM (2,5) on macrophage function. Inhal Toxicol. 2013; 25(2): 67-76.

Mills NL, Donaldson K, Hadoke PW, Boon NA, Macnee W, Cassee FR et al. Adverse
cardiovascular effects of air pollution. Nat. Clin. Pract. Cardiovasc. 2009; Med, 6: 36—
44,

Miller KA, Siccovick DS, Sheppard L, Shepherd K, Sullivan JH, Anderson GL et al. Long-
term exposure to air pollution and incidence of cardiovascular events in women. New
England Journal of Medicine. 2007; vol.356(5): 447-458,.

Miyata R, Bai N, Vincent R, Sin DD, Van Eeden SF. Statins reduces ambient particulate
matter-induced lung inflammation by promoting the clearance of PM10 from lung

tissues. Chest. 2013; Feb 1; 143(2): 452-60.

29



Mogan TE, Davis DA, Iwata N, Tanner JA, Snyder D, Ning Z et al. Glutamatergic neurons
in rodent models respond to nanoscale particulate urban air pollutant in Vivo and in
Vitro. Environmental Health Perspective. 2011; 119(7): 1003-1009.

Nemmar A, AL-Maskari S, Ali BH, AL-Amri IS. Cardiovascular and lung inflammatory
effects induced by systemically administered diesel exhaust particles in rats. Am J
Physiol Lung Cell Mol Physiol 2007; 292(3): 664-70.

Overocker J, Pfau JC. Cytokine production modified by system X(c) after PM10 and
asbestos exposure. J Young Investig. 2012; 23(6): 34-39.

Peters A, von Klot S, Heier M, Trentinaglia I, Hormann A, Wichmann HE et al. Exposure
to traffic and the onset of myocardial infarction. N Engl J Med. 2004; 351: 1721-1730.
Poma A, Limongi T, Pisan C, Granato V, Picozzi P. Genotoxicity induced by fine urban air
particulate matter in the macrophages cell line RAW 264.7. Toxicol. 2006; In Vitro (6),

1023-1029.

Pope CA, Bates DV. Raizenne ME. Health-effects of particulate air-pollution-
time for reassessment. Environ Health Perspect. 1995; 103: 472-480.

Ribeiro H. Queimadas de Cana-de-Acucar no Brasil: Efeitos a Saide Respiratéria. Rev
Sadde Publica. 2008; 42(2): 370-6.

Rodrigues R. Anélise morfoldgica do epitélio respiratério e avaliagdo radiolégica do trato
respiratério de cobaias (Cavia porcellus) mantidas sobre diferentes sistemas de
ventilacdo. Dissertacdo apresentada a Faculdade de Veterindria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2007.

Ruckerl R, Ibald-Mulli A, Koenig W, Schneider A, Woelke G, Cyrys J et al. A. Air
pollution and markers of inflammation and coagulation in patients with coronary heart
disease. Am J Respir Crit Care Med. 2006; 173: 432-441.

Ruckerl R, Greven S, Ljungaman P, Aalto P, Antoniades C, Bellander T et al. Air Pollution
and Inflammation (Interleukin-6, C-reactive protein, fibrinogen) in Myocardial
Infarction Survivors. Environmental Health Perspectives. 2007; 115 (7): 1072-80.

Samet JM, Dominici F, Curriero FC, Coursac I, Zeger SL. Fine particulate air pollution and

mortality in 20 US cities, 1987-1994. N Engl J Med. 2000; 343: 1742-1749.

30



Schaumann F, Borm PJ, Herbrich A, Knoch J, Pitz M, Schins RP et al. Metal-rich ambient
particles (particulate matter 2.5) cause airway inflammation in healthy subjects. Am J
Respir Crit CareMed. 2004; 170: 898-903.

Schwartz J. Air pollution and hospital admissions for cardiovascular disease in Tucson.
Epidemiology. 1997; 8: 371-377.

Schwartz J. Air pollution and hospital admissions for heart disease in eight US counties.
Epidemiology. 1999; 10: 17-22.

Seaton A, MacNee W, Donaldson K, Godden D. Particulate air pollution and acute health
effects. Lancet 1995; 345:176-178.

Silbajoris R, Osornio-Vargas AR, Simmons SO, Reed W, Bromberg PA, Dailey L.A et al.
Ambient Particulate Matter Induces Interleukin-8 Expression through an Alternative NF-
kB (Nuclear Factor Kappa B) Mechanism in Human Airway Epithelial Cells.
Environmental Health Perspective. 2011; 119(10): 1379-1383.

Tao F, Gonzalez-Flecha B, Kobzik L. Reactive oxygen species in pulmonary inflammation
by ambient particulates. Free Radic Biol Med. 2003; 35:327-40.

Tesfaigzi Y, McDonald JD, Reed MD, Singh SP, Sanctis GT, Eynott PR et al. Low-level
subchronic exposure to wood smoke exacerbates inflammatory responses in allergic rats.
Toxicological Sciences. 2005; 88(2): 505-513;.

Tomkiewicz RP, Albers GM, De Sanctis GT, Ramirez OE, King M, Rubin BK. Species
differences in the physical and transport properties of airway secretions. Can J Physiol
Pharmacol. 1995; 73(2): 165-71.

Torngvist H, Mills NL, Gonzales M, Miller MR, Robinson SD, Megson IL et al. Persistent
endothelial dysfunction in humans after diesel exhaust inhalation. Am J Respir Crit Care
Med. 2007; 176: 395-400.

Totlandsdal Al, Skomedal T, Lag M, Osnes JB, Refsnes M. Pro-inflammatory potential of
ultrafine particles in mono- and co-cultures of primary cardiac cells. Toxicology. 2008;
247: 23-32.

Totlandsdal Al, Refsnes M, Skomedal T, Osnes JB, Schwarze PE, Lag M. Particle-induced
cytokine responses in cardiac cell cultures--the effect of particles versus soluble

mediators released by particle-exposed lung cells. Toxicol Sci. 2008; 106(1): 233-41.

31



Tremlova J, Szakova J, Sysalova J, Tlustos P. Bioavailability of arsenic, cadmium, iron and
zinc in leafy vegetables amended with urban particulate matter suspension. J Sci Food
Agric. 2013; 93(6): 1378-1384.

Val S, Liousse C, Doumbia EH, Galy-Lacaux C, Cachier H, Marchand M et al. Physico-
chemical characterization of African urban aerosols (Bamako in Mali and Dakar in
Senegal) and their toxic effects in human bronchial epithelial cells: Description of a
worrying situation. Part Fibre Toxicol. 2013; 10(1):1-16.

Van Berlo D, Hullmann M, Schins RP. Toxicology of ambient particulate matter. EXS
2012; 101:165-217.

van Eeden S F, Tan W C, Suwa T, Mukae H, Terashima T, Fujii T et al. Cytokines
involved in the systemic inflammatory response induced by exposure to particulate
matter air pollutants (PMjp). Am. J. Respir. Crit. Care Med, 2001; 164: 826-830.

WHO. World Health Organization. Effects of air polution on children’s health and
development. A review of the evidence. Europen Centre for Environment and Health —
Bonn Office, 2005.

Williams ML. Patterns of Air Pollution in Developed Countries. In: Holgate S, Koren H,
Samet J, Maynard R. Air Pollution and Health. Edited by Elsevier, 1999.

Wu S, Deng F, Huang J, Wang H, Shima M, Wang X et al. Blood pressure changes and
chemical constituents of particulate air pollution: Results from the healthy volunteer
natural relocation study. Environ Health Perspect. 2013; 121 (1): 66-72.

Xiao C, Li S, Zhou W, Shang D, Zhao S, Zhu X et al. The Effects of Air Pollutants on the
Microecology of the Respiratory Tracts of Rats. Environ Toxicol Pharmacol. 2013; May
2, 36(2): 588-594.

Yang JY, Kim JY, Jang JY, Lee GW, Kim SH, Shin DC et al. Exposure and Toxicity
Assessment of Ultrafine Particles from Nearby Traffic in Urban Air in Seoul, Korea.
Environmental Health and Toxicology. 2013; 28: 1-9.

Yoshida S, Takano H, Nishikawa M, Miao H, Ichinose T. Effects of Fetal Exposure to
Urban Particulate Matter on the Immune System of Male Mouse Offspring. Biol Pharma
Bull. 2012; 35(8): 1238-1243.

32



Zancul A. O efeito da queimada de cana-de-agucar na qualidade do ar da regido de
Araraquara. Dissertacdo de mestrado da Escola de Engenharia de Sao Carlos da USP,
Sao Carlos, 1998.

Zhang J, Smith KR. Household Air Pollution from Coal and Biomass Fuels in China:
Measurements, Health Impacts and Interventions. Environmental Health Perspectives.

2007; vol 115 (6): jun.

33



=

T

:

.

: comisib

@i

Nl I nicaimp bio

34



