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SUMMARY

As fossas nasais sendo responsáveis pela filtração do ar inspirado sào regiões onde é possível observar-se
os efeitos deletérios da poluição atmosférica.
Avaliar o nível de síntese protéica nas células epiteliais e glândulas mucosas e a altura do epitélio das fossas
nasais de ratos expostos à poluição atmosférica.
Foram utilizadas no estudo 16 ratas Wistar de 2,5 meses de idade. Oito animais foram mantidos, por seis
meses, expostos à poluição da cidade de Cubatào (pólo petroquímico) em Sào Paulo. Como grupo controle
oito animais foram mantidos, pelo mesmo período, na cidade de Ubatuba (Sào Paulo), cuja atmosfera é
considerada livre de poluição. Em nenhum momento do estudo os índices de poluição ultrapas.saram os
níveis de atenção. Seu efeito foi avaliado através de uma técnica de coloração de tecidos que demonstra
o índice de síntese protéica pelas células, denominada AgNOR (coloração pela prata). Medimos, ainda, a
espessura do epitélio.
A área de AgNOR nas células epiteliais foi menor que nas glândulas mucosas, independentemente da cidade
em que os animais permaneceram. Além disto, nos animais de Cubatào, estas áreas (AgNOR nas células
epiteliais e glândulas submucosas) foram menores que nos de Ubatuba. A altura do epitélio também foi
menor nestes animais, embora não tenha sido possível estabelecer-se sua correlação com a área de AgNOR.
A exposição, por 6 meses, aos poluentes atmosféricos da cidade de Cubatào gerou uma atrofia da mucosa
nasal do septo de ratos, caracterizada pela diminuição de síntese protéica.
poluição do ar; mucosa nasal; AgNOR.

Introduclinn:

Aim:

Material and Methods:

Result.s:

C^onclusion:

Kev words:

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 Cubatào
(petrochemical area), and a control group in Ubatuba where air pollution is considered nuli. During the
study the highest pollutant levei didn't reach attention leveis. 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 ali animais. 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 establish its correlation with AgNOR area.
Rats exposed. for 6 months, to low leveis of petrochemical pollution developed nasal muco.sa atrophy.
characterized by decreasing in protein synthesis.
air pollution: nasal mucosa; AgNOR.
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Introdução

Nos últimos anos tem aumentado o interesse pelo

estudo dos efeitos adversos da poluição ambiental sobre a
saúde. Uma das funções das cavidades nasais é a filtração
do ar inspirado, portanto são susceptíveis aos seus efeitos.
A poluição atmosférica pode causar efeitos agudos e
crônicos. Ao contrário dos efeitos agudos, os efeitos crôni
cos sobre a mucosa nasal são pouco relatados na literatura.
A exposição aguda aos poluentes gera um processo
inflamatório nasal demonstrado pelo aumento de citocinas
(1), células inflamatórias e moléculas de adesão (2). Seu
efeito crônico, por outro lado, caracteriza-se por uma
tolerância epitelial, conseqüência da redução da inflama
ção aguda, como no caso de ozônio (0^)(3) e dióxido de
nitrogênio (NO,) (4). A exposição crônica ao dióxido de
enxofre (SO,) e material particulado menor que 10 micra
(PMjjj) irrita o epitélio predispondo a rinossinusite crônica
(5). Um dos constituintes do é o níquel (Ni), capaz de
gerar atrofia local quando em altas concentrações (6). É
importante ressaltara capacidade dos poluentes em gerar
lesão mesmo em níveis que não ultrapassam os limites
legais (7), pois a interação entre seus constituintes, como

SO, e O^, gera novos complexos mais tóxicos (8).

As NOR (região organizadora nucleolar) são alças de
DNA que transcrevem o RNA ribossômico (rRNA). A

quantidade de NORs dentro do núcleo reflete o nível de

transcrição de rDNA levando ao aumento de síntese
protéica. A coloração pela prata denominada AgNOR (9),
identifica proteínas associadas às NOR, sendo bastante
específica (9). Tal técnica é utilizada por patologistas para
avaliar proliferação celular, embora na realidade esteja
medindo a síntese protéica (10). Quando as células estão
sintetizando proteínas, a expressão de AgNOR no seu

núcleo aumenta (10).

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos crônicos

da poluição atmosférica sobre a mucosa nasal de ratos.

Tabela i. Níveis de poluição atmosférica em Cubatão
durante os 6 meses de exposição^ (médiae desvio padrão).

Material particulado
(mg/m^)

SO,(ppm)

Material e Métodos

Para a avaliação da expressão da área de AgNOR,
foram utilizados 16 ratos Wistar fêmeas NSF (nonspecific

pathogenfreé) de 2,3 meses de idade, criados no biotério
da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo.
Todos receberam alimentação balanceada e ágLia adHbitiim
e tiveram suas cavidades nasais preserx adas em parafina
para estudos futuros.

Dividimos os ralos em dois grupos. Os do primeiro

grupo ficaram alojados, por seis meses, a 100 metros de
uma estação medidora de poluiçTlo da C.F.TESB. no baiiTo de

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, 1 1 21,29 0,001 1 0,0008

23:00-7:00 164,61 38,31 0,001 1 0,0007

Nota. Estrutura dos Padrões de Qualidade do Ar. O nível de

qualidade do ar é dividido em parâmetros: atenção (material

particulado maior que 250 gg/m^ ou SO^ maior que 800 gg/
m-b, alerta (material particulado maior que 420 gg/m^ ou SO^
maior que 1600 gg/m^), emergência (material particulado
maior que 500 gg/m^ ou SO^ maior que 2100 gg/m^), crítico
(material particulado maior que 600 gg/m^ ou SO^ maior que
2620 gg/m^). A qualidade do ar é considerada boa quando o
ní\'el médio, por 24 horas, de material particulado é menor
que 50 gg/m^ ou SO^ menor que 80 gg/m^ (ou menor que 0.03
ppm).

Vila Parise na cidade de Cubatão (pólo petroquímico) em
São Paulo. Durante o estudo o poluente predominante foi
o material particulado, embora não tenha ultrapassado os
limites de atenção (Tabela 1)(5).

Os ratos do grupo controle foram mantidos, pelo
mesmo período, no Instituto Oceanográfico de São Paulo
localizado na cidade de Ubatuba, São Paulo, região livre de
poluição atmosférica.

Avaliamos a expressão de AgNOR nas cédulas
epiteliais e glândulas mucosas, além de medirmos a altura

epitelial da mucosa nasal de ratos expostos por seis meses
à poluição atmosférica.

A técnica de coloração pela prata (AgNOR) utilizada
foi a de Ploton modificada (9). Sua avaliação foi feita através
de um analisador de imagens(lO). O softuíawuú\\22iáo é
capaz de detectar a impregnação pela prata com uma
precisão de sete casas decimais. A expressão de AgNOR foi
mensurada em 100 células epiteliais e 100 células de
glândulas mucosas do septo nasal, onde os pontos de
AgNOR estavam bem delimitados e sem interferência de

artefatos, utilizando aumento de 1000 vezes (óleo de

imersào) (Figuras 1 e 2).

A altura epitelial (da base da célula ao topo do
cílio), foi medida com o mesmo software, porém com
aumento de 200 vezes em 10 áreas 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 • Expressão de AgNOR nas células cpiteliais - aumen

to de 1.000 X. Seta N'OR (região organizadora nucleolar).
l'igura 2. Expressão de AgNOR nas glândulas mucosas -

aumento de 1.000 x. Sela NOR (região organizadora nucleolar).

A análise esuitísiica dos chdos referentes à altura do

epitélio foi feita uiilizando-.se o teste de diferença de
médias (t-Studcnt) para amostras não pareadas, A corre
lação entre a área de AgNOR no epitélio e a sua altura foi
obtida uiilizando-.se a coiTclaçãode Pearson (r de Pearson).
Para verificar a \ ariação da área de AgNOR entre os

animais de Ubattiba e Cubalão (efeito poluição) e entre
o epitélio e as glândulas mucosas (efeito região), bem

como a interação entre estes dois fatores, utilizou-se

análise de \'ariância (ANOVA) com dois fatores (poluição
e região) e medidas repetidas em um fator (região). Em
toda análi,se estatística utilizamos ní\'el de significância de
U.()5.

mâ

l'igura Altura cpitelial - aumento cie 200 x - liemaloxilinu

Resultados

Não Íiou\ e diferença entre as áreas de AgNOR no
epitélio e glânduia.s em ambtjs (js gnjpos, mostrando
ausência de interação entre estas duas \'ariáveis. Isto
signiiica (jue a média estimada entre as duas regiões
(epitélio e glândula) não dependeu da poluição, as.sim
ccjnK; a dilcrença média dfjs animais dos dois grupos não
dependeu da região (epitélio ou glândula) (Gráfico 1 ).

()bser\ amcj.s ainda, que as médias das áreas de

AgNOR nas giándulas loram significativamente maitjres
({ue nas células epiteliais (/;=(),(i02). e Cjue a área de
AgN( )K nos animais cie l lxiitiba i<ji significativamente

maita- ciue nos de (.ubalãtj (/;=().()().-S).

.'\ altura média do epitélio na.sal dos animais de

1 balLiba foi mai(jrí|ue no.sanimaisde(Àihatão( AMl,()Ai3).
(:)t)réni não loi p(js.sí\ ei estaí)elecermosa cíjrrelaçãtj entre
a altura c.f > e[-)iléli( > e a áiva de AgN( )H ((iráfico 2).

Discussão

Os efeitos dos poluentes sobre a mucosa nasal

dependem de vários fatores como toxicidade, sinergismo,

local de metabolização, temperatura, Limidade relaii\ a do
ar e rota de lltixo aéreo(11). (ã Hlixcj aéreo nas ca\ idades

nasais de ratos c aiàa em difei-entes regiões. Analisamos as

áreas superior média e inierior do septo na.sal. avaliando
regiões onde este Huxo é \ ariável, reduzindo com isto Lima
possí\'el interferência desta \'ariável em nossos resultados.

Além disto, a área agredida por determinada .sub.stância

depende de .seu local de metabolização (12). F. potico
pr(3\á\el que este fatortenlia ínllLienciado ntj.ssos resLilta-
dos. uma \ ez que estes demonstram qtie as diferenças das
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Gráfico 1. Expressão de AgNOR nas células epiteliais e

glândulas mucosas de ratos expostos ou não ã poluição
atmosférica por 6 meses.
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(irállco 2. Altura epitelial da mucosa nasal de ratos expostos
ou não ã poluição atmosférica por 6 meses.

áreas de AgNOR não sofreram efeito poluição (diferença
entre cidades), ou efeito região (epitélio e glândula). Se
houvesse atrofia do local de metabolização dos poluentes
(glândulas), teria havido efeito região, porém a redução de
expressão de AgNOR ocorreu tanto no epitélio quanto nas
glândulas dos animais de Cubatão.

Mesmos em níveis não elevados os poluentes
podem causar efeitos deletérios (7), pois a intenição entre
as substâncias gera novos complexos ainda mais tó.xicos
(8). A avaliação dos efeitos da poluição atmosférica, quan
do realizada através de modelos de exposição ao ar
ambiente tem a vantagem de associar variáveis como
temperatura, umidade relativa do ar e substâncias desco
nhecidas, tornando este modelo comparável àquilo que
realmente estamos expostos. Estas condições são virtual
mente impossíveis de serem produzidas em laboratório.

A altura epitelial dos animais de Ubatuba foi menor.
Os níveis de poluição atmosférica não foram altos durante
o estudo, sendo o PM,o o mais importante, embora não
tenha ultrapassado os níveis de atenção (Tabela 1)(5).
Alguns dos componentes do PM,o são metais como níquel,
capaz de gerar atrofia (6), quando em grandes concentra
ções. Infelizmente não foi possível a mensuração de sua
concentração durante o estudo.

Atrofia epitelial pode ser encontrada também na
presença de infecções (13). Vários agentes da poluição
facilitam o desenvolvimento de infecções. O SO, é um
deles pois acarreta alterações na íxinção muco-ciliar(8.1 i).
O NO (óxido de nitrogênio) é um gás produzido nas
cavidades nasais, responsável pela manutenção dos baixos
níveis de bactérias locais (1S), sendo sua liberação inibida
na presença de PM,,/ 1()). O NO.é outro agente relaciona

do a uma maior predisposição às infecções (17). Neste
estudo não houve intenção de pesquisar agentes infecci
osos nas atvicktdes nasais dos animais.

Nossos resultados, obviamente não podem ser con
seqüência dos efeitos agudos da poluição, uma vez que os
animais ficaram expostos por seis meses. Além disto, tais
efeitos caracterizam-se por uma inflamação (1,2). Durante
a inflamação encontramos aumento de moléculas de ade
são, citocinas e outros mediadores inflamatórios (1,2).
Todas estas substâncias são proteínas, e para que sejam
liberadas, precisam sersintetizadas, o que seria obserx ado
pelo aumento da expressão de AgNOR.

Existem poucos estudos mostrando os efeitos crôni
cos da poluição sobre as cavicUides nasais. Alguns autores
(3,4) descre\em uma redução da lesão, sugerindo o
desenvolvimento de tolerância, explicada pelo aumento
do tumoi'erepHelkú, produção de fator secretor, tolerân
cia enzimática ou redução da área susceptí\ el à lesão (3).
Inflamação após exposição crônica é descrita, porém
apenas depois de pro\ ocação nasal em animais previa
mente sensibilizados (18). Bôhm et al. (3) sugerem uma
irritação local, caracterizada pela mudança das células
produtoras de muco (neutras para ácidas). Em nosso gixipo
controle a expressão de .\gNt)R foi maior, assim sendo, a
resposta a esta irritação não foi tolerância, mas sim atrofia.

Conclusão

técnica de cok>ração .\gNt)R solire a mucosa d(^
seplo nasal de ratos expcxsios por seis meses a ní\ eis de
poluição atmosférica de pi4( > petroquímico que não alcan
çaram <.)s índices de atenção mostrou que:
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1. A expressão de AgNOR nas células epiteliais foi menor
que nas glândulas mucosas.

2. A expressão de AgNOR nas células epiteliais e glândulas
dos ratos de Cubatão foi menor que nos do grupo
controle.

3- Houve desenvolvimento de atrofia do epitélio nasal.

4. A expressão de AgNOR nas células epiteliais e glândulas
mucosas do septo nasal de ratos foi um bom marcador
dos efeitos biológicos da poluição atmosférica.
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