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As fossas nasais sendo responsiveis pela filtragiio do ar inspirado sdo regides onde é possivel observar-se
os efeitos deletérios da poluigio atmosférica.

Avaliar o nivel de sintese protéica nas células epiteliais e glindulas mucosas e a altura do epitélio das fossas
nasais de ratos expostos a poluigao atmosférica.

Foram utilizadas no estudo 16 ratas Wistar de 2,5 meses de idade. Oito animais foram mantidos, por seis
meses, expostos 4 poluigio da cidade de Cubatio (pdlo petroquimico) em Sio Paulo. Como grupo controle
oito animais foram mantidos, pelo mesmo periodo, na cidade de Ubatuba (Sio Paulo), cuja atmosfera é
considerada livre de polui¢io. Em nenhum momento do estudo os indices de poluicio ultrapassaram os
niveis de atengdo. Seu efeito foi avaliado através de uma técnica de coloragio de tecidos que demonstra
o indice de sintese protéica pelas células, denominada AgNOR (coloragido pela prata). Medimos, ainda, a
espessura do epitélio.

A drea de AgNOR nas células epiteliais foi menor que nas glandulas mucosas, independentemente da cidade
em que os animais permaneceram. Além disto, nos animais de Cubatio, estas dreas (AgNOR nas células
epiteliais e glandulas submucosas) foram menores que nos de Ubatuba. A altura do epitélio também foi
menor nestes animais, embora nio tenha sido possivel estabelecer-se sua correlagio com a drea de AgNOR.
A exposigio, por 6 meses, aos poluentes atmosféricos da cidade de Cubatio gerou uma atrofia da mucosa
nasal do septo de ratos, caracterizada pela diminuigio de sintese protéica.

polui¢ao do ar; mucosa nasal; AgNOR.

Nasal cavities are responsible for filtrating inhaled air, so they may be damaged by air pollution.

To evaluate protein synthesis on epithelial cells and submucosal glands, and the epithelial height in nasal
cavities of rats exposed for 6 months to air pollution.

16 female Wistar rats (2.5 months old) were used. 8 rats were housed, during 6 months, in Cubatio
(petrochemical area), and a control group in Ubatuba where air pollution is considered null. During the
study the highest pollutant level didn't reach attention levels. Its effects were evaluated by a silver staining
technique called AgNOR, that measures protein synthesis. AGNOR area was measured at epithelial cells and
submucosal glands of nasal mucosa. We also measured epithelial height.

AgNOR areas were smaller in the epithelial cells of all animals. AgNOR areas in epithelial cells and submucosal
glands were smaller in those exposed to air pollution. Epithelial height was also smaller in this group,
although we could not esiablish its correlation with AgNOR area.

Rats exposed, for 6 months, 1o low levels of petrochemical pollution developed nasal mucosa atrophy,
characterized by decreasing in protein synthesis.

air pollution; nasal mucosa; AgNOR.
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INTRODUGAO

Nos tltimos anos tem aumentado o interesse pelo
estudo dos efeitos adversos da polui¢gio ambiental sobre a
satide. Uma das fungdes das cavidades nasais € a filtragio
doarinspirado, portanto sdo susceptiveis a0s seus efeitos.
A poluig¢io atmosférica pode causar efeitos agudos e
crénicos. Ao contririo dos efeitos agudos, os efeitos croni-
cos sobre a mucosa nasal sio pouco relatados na literatura.
A exposi¢io aguda aos poluentes gera um processo
inflamatério nasal demonstrado pelo aumento de citocinas
(1), células inflamatdrias e moléculas de adesdo (2). Seu
efeito crénico, por outro lado, caracteriza-se por uma
toleriincia epitelial, consequiéncia da redugio da inflama-
¢io aguda, como no caso de 0zénio (0,)(3) e didxido de
nitrogénio (NO,) (4). A exposi¢io crénica ao didxido de
enxofre (SO,) e material particulado menor que 10 micra
(PM, ) irrita o epitélio predispondo a rinossinusite cronica
(5). Umdos constituintes do PM, € o niquel (Ni), capazde
gerar atrofia local quando em altas concentragdes (6). E
importante ressaltara capacidade dos poluentes em gerar
lesio mesmo em niveis que ndo ultrapassam os limites
legais (7), pois a interagfio entre seus constituintes, como
SO, e O,, gera novos complexos mais t6xicos (8).

AsNOR (regido organizadora nucleolar) sioalgasde
DNA que transcrevem o RNA ribossémico (rRNA). A
quantidade de NORs dentro do nticleo reflete o nivel de
transcri¢io de rDNA levando ao aumento de sintese
protéica. A coloragio pela prata denominada AgNOR (9),
identifica proteinas associadas s NOR, sendo bastante
especifica(9). Tal técnica é utilizada por patologistas para
avaliar proliferagiio celular, embora na realidade esteja
medindo a sintese protéica (10). Quando as células estio
sintetizando proteinas, a expressio de AgNOR no seu
nucleo aumenta (10).

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos crénicos
da poluigio atmosférica sobre a mucosa nasal de ratos.

MATERIAL E METODOS

Para a avaliagio da expressio da drea de AgNOR,
foram utilizados 16 ratos Wistar fémeas NSF (nonspecific
pathogen free) de 2,5 meses de idade, criados no biotério
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo.
Todos receberam alimentagiio balanceada e dgua ad libitum
e tiveram suas cavidades nasais preservadas em parafina

para estudos futuros.

Dividimos os ratos em dois grupos. Os do primeiro
grupo ficaram alojados, por seis meses, a 100 metros de
uma estacio medidora de poluigio da CETESB. no bairro de

Tabela 1. Niveis de poluicdo atmosférica em Cubatao
durante os 6 meses de exposi¢ao® (média e desvio padrao).

Material particulado SO, (ppm)
(mg/m?)
Semana 129,77 = 26,89  0,0010 = 0,0009
Segunda a sexta 143,97 + 28,55 0,0010 += 0,0007
8:00 - 22:00 130,11 £21,29 0,001 = 0,0008
23:00 - 7:00 164,61 = 3831 00011 = 0,0007

Nota. Estrutura dos Padrdes de Qualidade do Ar. O nivel de
qualidade do ar é dividido em parimetros: atengao (material
particulado maior que 250 pg/m’ ou SO, maior que 800 pg/
m?), alerta (material particulado maior que 420 pg/m? ou SO,
maior que 1600 pg/m?®), emergéncia (material particulado
maijor que 500 pg/m? ou SO, maior que 2100 pg/m3), critico
(material particulado maior que 600 pg/m?* ou SO, maior que
2620 pg/m?). A qualidade do ar é considerada boa quando o
nivel médio, por 24 horas, de material particulado é menor
que 50 pg/m’ ou SO, menor que 80 pg/m? (ou menor que 0.03

ppm).

Vila Parise na cidade de Cubatio (pdlo petroquimico) em
Sdo Paulo. Durante o estudo o poluente predominante foi
o material particulado, embora nio tenha ultrapassado os
limites de atengio (Tabela 1) (5).

Os ratos do grupo controle foram mantidos, pelo
mesmo periodo, no Instituto Oceanogrifico de Sio Paulo
localizado na cidade de Ubatuba, Sao Paulo, regido livre de
poluigiioatmosférica.

Avaliamos a expressio de AgNOR nas cédulas
epiteliais e glindulas mucosas, além de medirmos a altura
epitelial da mucosa nasal de ratos expostos por seis meses
a poluigio atmosférica.

Atécnicade coloragio pela prata (AgNOR) utilizada
foia de Ploton modificada (9). Sua avaliagio foi feita através
de um analisador de imagens(10). O softwareutilizado é
capaz de detectar a impregnagio pela prata com uma
precisio de sete casas decimais. A expressio de AgNOR foi
mensurada em 100 células epiteliais e 100 células de
glindulas mucosas do septo nasal, onde os pontos de
AgNOR estavam bem delimitados e sem interferéncia de
artefatos, utilizando aumento de 1000 vezes (Sleo de
imersio) (Figuras 1 e 2).

A altura epitelial (da base da célula ao topo do
cilio), foi medida com o mesmo software. porém com
aumento de 200 vezes em 10 dreas escolhidas aleatoria-
mente no septo nasal (Figura 3). corado pela hematoxilina-
eosina.

Todas as medidas foram realizadas pelo mesmo
observador.
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Figura 1. Expressio de AgNOR nas células epiteliais - aumen-
to de 1.000 x. Seta NOR (regiao organizadora nucleolar).

Aandlise estatistica dos dados referentes 2 alwura do
epitélio foi feita utilizando-se o teste de diferenca de
médias (t-Student) para amostras nio pareadas. A corre-
lacao entre adrea de AgNOR no epitélio e a sua altura foi
obtida utilizando-se a correlaciio de Pearson (r de Pearson).
Para verificar a variaciio da drea de AgNOR entre os
animais de Ubatuba e Cubatio (efeito polui¢io) e entre
o epitelio e as glindulas mucosas (efeito regido), bem
como a interacio entre esles dois fatores, utilizou-se
andlise de variincia (ANOVA) com dois fatores ( poluigdo
¢ regido) e medidas repetidas em um fator (regido). Em
toda andlise estatistica utilizamos nivel de significincia de
0.05,

REsuLTADOS

Nio houve diferenca entre as dreas de AgNOR no
epitclio ¢ glandulas em ambos os grupos, mostrando
austncia de interacdo entre eslas duas varidveis. Isto
signilica que a média estimada entre as duas regioes
(cpitclio ¢ glindula) nao dependeu da poluigio, assim
como a diferenca média dos animais dos dois grupos nio
dependeu da regiio (epitélio ou glandula) (Grifico 1).

Observamos ainda. que as médias das dreas de
AgNOR nus glindulas foram significativamente maiores
que nas cclulas epiteliais (p=0.002), ¢ que a drea de
AgNOR nos animais de Ubatuba foi significativamente
maior que nos de Cubatio (p=0,003).

v oaltura media do epitélio nasal dos animais de
Ehatuba foi maior que nos animais de Cubatdo O P=0,0543),
poremnao loi possivel estabelecermos a correlaciao entre
aaltura do epitelio e adrea de AgNOR (Gralico 2).
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Figura 2. Expressio de AgNOR nas glindulas mucosas -
aumento de 1.000 x. Seta NOR (regiiio organizadora nucleolar).

Figura 3. Altura epitelial - aumento de 200 x - hematoxilina

cosina.

DiscussAo

Os efeitos dos poluentes sobre a mucosa nasal
dependemde virios fatores como toxicidade, sinergismo,
local de metabolizac¢io, temperatura, umidade relativa do
are rota de fluxo aéreo(11). O fluxo adreo nas cavidades
nasais de ratos varia em diferentes regioes. Analisamos us
areas superior média e inferior do septo nasal. avaliando
regioes onde este fluxo é varidvel, reduzindo com isto uma
possivel interferéncia desta variavel em nossos resultados.
Além disto, a drea agredida por determinada substincia
depende de seu local de metabolizagao (12). E pouco
provivel que este fator tenha influenciado nossos resulta-
dos, uma vez que estes demonstram que as diferengas das
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Grafico 1. Expressio de AgNOR nas células epiteliais e
glindulas mucosas de ratos expostos ou niio 2 polui¢io
atmosférica por 6 meses.

dreas de AgNOR nao sofreram efeito poluigio (diferenga
entre cidades), ou efeito regido (epitélio e glindula). Se
houvesse atrofia do local de metabolizag¢io dos poluentes
(glandulas), teria havido efeito regifio, poréma redugiode
expressio de AgGNOR ocorreu tanto no epitélio quanto nas
glandulas dosanimais de Cubatio.

Mesmos em niveis ndo elevados os poluentes
podem causar efeitos deletérios (7), poisa interagiio entre
as substincias gera novos complexos ainda mais téxicos
(8). Aavaliagio dos efeitos da poluigio atmosférica, quan-
do realizada através de modelos de exposi¢io ao ar
ambiente tem a vantagem de associar varidveis como
temperatura, umidade relativa do ar e substincias desco-
nhecidas, tornando este modelo compardvel aquilo que
realmente estamos expostos. Estas condi¢des sio virtual-
mente impossiveis de serem produzidas em laboratério.

Aaltura epitelial dos animais de Ubatuba foi menor.
Os niveis de poluigao atmosférica nio foramaltos durante
o estudo, sendo o PM,; o mais importante, embora nio
tenha ultrapassado os niveis de atengdo (Tabela 1) (5).
Alguns dos componentes do PM,; sdo metais como niquel,
capaz de geraratrofia (6), quando em grandes concentra-
¢des. Infelizmente ndo foi possivel a mensuragio de sua
concentragio durante o estudo.

Atrofia epitelial pode ser encontrada também na
presenga de infecgdes (13). Virios agentes da poluigio
facilitam o desenvolvimento de infecgdes. O SO, € um
deles pois acarreta alteragdes na fungio muco-ciliar(8,1+).
O NO (6xido de nitrogénio) é um gis produzido nas
cavidades nasais, responsavel pela manutengio dos baixos
niveis de bactérias locais (15), sendo sua liberagao inibida
na presenga de PM  (10). ONO, é outroagente relaciona-

Grifico 2. Alwura epitelial da mucosa nasal de ratos expostos
ou nlo a polui¢io atmosférica por 6 meses.

do a uma maior predisposi¢iio as infecgdes (17). Neste
estudo ndo houve intengio de pesquisar agentes infecci-
osos nas cavidades nasais dos animais.

Nossos resultados, obviamente nio podem ser con-
seqiiéncia dos efeitos agudos da poluig¢io, uma vez que os
animais ficaram expostos por seis meses. Além disto, tais
efeitos caracterizam-se poruma inflamagiio (1,2). Durante
ainflamag¢io encontramos aumento de moléculas de ade-
sio, citocinas e outros mediadores inflamatérios (1,2).
Todas estas substincias sio proteinas, e para que sejam
liberadas, precisam ser sintetizadas, o que seria observado
pelo aumento da expressio de AgNOR.

Existem poucos estudos mostrando os efeitos croni-
cos da poluigiio sobre as cavidades nasais. Alguns autores
(3,4) descrevem uma redugio da lesio, sugerindo o
desenvolvimento de tolerincia, explicada pelo aumento
do turnover epitelial, produgio de fator secretor, tolerin-
cia enzimatica ou redugiio da drea susceptivel i lesio (3).
Inflamagio apés exposi¢io cronica é descrita, porém
apenas depois de provocagiio nasal em animais previa-
mente sensibilizados (18). Bony et al. (5) sugerem uma
irritagdo local, caracterizada pela mudanga das células
produtoras de muco (neutras paradicidas). Em nosso grupo
controle a expressio de AgNOR foi maior, assim sendo. a
resposta a esta irritagio ndo foi toleriincia, mas simatrofia.

ConNcLusAo

A téenica de coloragio AgNOR sobre a mucosa do
septo nasal de ratos expostos por seis meses a niveis de
poluigioatmostérica de polo petrogquimico que ndo alcan-
¢aram os indices de atengio mostrou que:
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1. A expressio de AgNOR nas células epiteliais foi menor
que nas glandulas mucosas.

N

. A expressiode AgNOR nas células epiteliais e glindulas
dos ratos de Cubatio foi menor que nos do grupo
controle.

3. Houve desenvolvimento de atrofia do epitélio nasal.
4. Aexpressaode AgNOR nas células epiteliais e glandulas

mucosas do septo nasal de ratos foi um bom marcador
dos efeitos biolgicos da poluigio atmosférica.
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