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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HUg — micrograma

Kl — microlitros

KUm — micra

Alt a 1 — alérgeno principal da Alternaria

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Asp f 1 — alérgeno principal do Aspergillus fumigatus

Bla g 1 e Bla g 2 — alérgenos principais da Blatella germanica
Blo t 5 — alérgeno principal da Blomia tropicalis

BSA — albumina sérica bovina

Can f 1 e Can f 2 — alérgenos principais do Canis familiaris
CD - cluster differentiation

CETESB — Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental, ligada a
Secretaria de Estado do Meio Ambiente

cm — centimetro

CO — monoxido de carbono

CO; — dioxido de carbono

Der p 1 — alérgeno principal do Dermatophagoides pteronyssinus
Der f 1 — alérgeno principal do Dermatophagoides farinae
ELISA — ensaio imunoenzimatico

EUA — Estados Unidos da América

FceRI — receptor de alta afinidade para IgE

Fel d 1 — alérgeno principal do Felix domesticus

g —grama
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GINA — Global Initiative for Asthma

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IgE — Imunoglobulina E

IL — Interleucina

ISAAC — International Study of Asthma and Allergies in Childhood
Kd — quilodaltons

Km — quilémetros

m? — metro clbico

MHC — complexo principal de histocompatibilidade

ml — microlitros

mm — milimetros

NaCl — cloreto de sodio

nm — nandémetros

NO? — diéxido de nitrogénio

O3 — 0z6nio

PBS-T - phosphate buffered saline pH 7,4 com 0,05% de tween 20
Per a 1 e Per a 3 — alérgenos principais de Periplaneta americana
PM — material particulado

SO, — diéxido de enxofre

TH — linfocitos T helper

U — unidade

UFC — unidades formadoras de coldnia

UNESCO - Organizacao das Nacodes Unidas para a Educacao, a Ciéncia e a

Cultura.
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RESUMO

Pereira VAR. Variacdo sazonal nas concentracées de aeroalérgenos em
diferentes niveis de poluicdo ambiental [tese]. Sao Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007.

OBJETIVOS: Estudar o ambiente interno em escolas publicas situadas em
duas cidades (Atibaia e Sado Paulo), com diferentes niveis de poluicao
atmosférica, mediante a identificagdo e quantificagdo dos principais
alérgenos presentes na poeira € no ar das salas de aula dessas escolas,
assim como a avaliacao da existéncia de padrao sazonal para cada um dos
alérgenos estudados.

MATERIAIS E METODOS: As amostras de poeira foram coletadas de uma
Unica sala de aula em cada escola, uma vez por més durante um ano. A
cada visita foram medidas a temperatura e umidade relativa do ar. A
aspiracao da poeira foi realizada em 8 pontos da sala, sendo 2 proximos a
janela, 2 junto a porta, 2 junto a lousa e 2 no centro. Uma das amostras
aspirada de cada local foi analisada quanto a sua composicdo, através de
leitura por ELISA, utilizando-se anticorpos monoclonais (/ndoor
Biotechnologies-USA), para dosagem dos seguintes alérgenos: Der p 1, Der
f1,Blot5 Feld1, Canf1, Aspf 1, Alta1,Blag1eBlag?2. Aoutra
amostra foi semeada em agar Sabouraud para cultura para fungos. As
amostras de ar foram coletadas por 20 minutos com o aparelho de Andersen
N-6, um impactador de 6 estagios, colocado no centro da sala de aula. Os

géneros dos fungos foram identificados pela observacdo macroscopica das



colénias e pelas caracteristicas microscépicas das hifas, determinadas pela
técnica de Ridell.

RESULTADOS: Os resultados mostraram baixos niveis (< 2ug/g) de
alérgenos de acaros (Der p 1, Der f 1 e Blo t 5) na maioria das amostras de
poeira dos pisos das escolas. Também foram encontrados baixos niveis (<
1ug/g) dos alérgenos animais (Fel d 1 e Can f 1), sendo que maiores niveis
de Can f 1 foram detectados nas amostras da escola de Sao Paulo. Os
alérgenos de barata ndo foram detectados nas duas escolas. As maiores
quantidades de alérgenos de acaros ocorreram durante a primavera e as
menores no outono. Em Atibaia, verificaram-se maiores niveis de alérgenos
de acaros e esporos de fungos junto a lousa. Foram identificados 19 géneros
de fungos nas amostras de poeira e 25 géneros nas amostras de ar das
duas escolas. Destacaram-se Cladosporium nas amostras coletadas com
aparelho de Andersen e Trichoderma nas amostras aspiradas.
Considerando-se o total de esporos de fungos obtidos com aparelho de
Andersen, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as escolas
de Atibaia e Sdo Paulo, assim como nao houve diferenca entre as estacdes
do ano. Em relagdo as amostras de poeira coletadas com aspirador, Sao
Paulo apresentou os maiores niveis de UFC/g de poeira.

CONCLUSAO: Os pisos e o ar das escolas estaduais estudadas parecem
nao representar fonte importante de exposicdo a alérgenos de &caros,
fungos, caes, gatos e baratas, independente da presenca de poluicdo

atmosférica.
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ABSTRACT

Pereira VAR. Seasonal variation in aeroallergens concentrations in different
degrees of air pollution [thesis]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2007

Objective: To study indoor environment in public schools located in two
cities (Atibaia and S&o Paulo) with different degrees of air pollution,
identifying and measuring the most important allergens in classroom dust
and air samples and evaluating the existence of seasonal variation for each
allergen.

Methods: Dust samples were obtained from a single classroom in each
school, once a month during a year. During each visit temperature and
relative humidity were measured. Floor dust was collected from eight
different sites: 2 near the door, 2 near the window, 2 near the blackboard and
2 in the middle of the room. One sample collected from each site was
analyzed by using mAb-based ELISAs (Indoor Biotechnologies-USA) for Der
p1,Derf1,Blot5, Aspfl, Alta1,Feld1,Canf1,Blag1andBlag?2. The
other samples were plated on Sabouraud dextrose agar. Air samples were
collected for 20 minutes with a N-6 Andersen sampler, a six-stage impactor,
located in the middle of the classroom. Fungal genera were identified by
macroscopic observation of the colonies and by the microscopic
characteristics of the sporulating hyphae determined by the Ridell technique.
Results: The results showed low levels (<2ug/g) of mite allergens (Der p 1,

Der f 1 and Blo t 5) in most dust samples collected from the classroom’s
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floor. Low levels (<1ug/g) of animal allergens (Fel d 1 and Can f 1) were
found too, and higher levels of Can f 1 were detected in dust samples from
Sao Paulo. Cockroach allergens (Bla g 1 and Bla g 2) were undetectable in
all samples. Higher levels of mite allergens occurred during spring and lower
during autumn. Higher levels of mite allergens and fungal spores were found
near the blackboard in Atibaia. A total of 19 different fungal genera were
distinguished in dust samples, while 25 genera were identified in air samples.
The most frequently isolated fungal genera in Andersen samples was
Cladosporium and in dust samples was Trichoderma. Considering total mold
spores obtained with Andersen sampler, there was no statistically significant
difference between Sao Paulo and Atibaia schools, neither between the
seasons of the year. In relation to dust samples collected with vaccum
cleaner, the school from Sao Paulo presented higher levels of UFC/g of dust.
Conclusion: The floor and air from these two elementary schools in Sao
Paulo seems not to represent an important source of exposure to allergens
from mites, molds, cats, dogs and cockroach, independent on the presence

of air pollution.
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| — INTRODUGAO

I.1 - Alergias Respiratérias

Nos ultimos anos, 0 aumento progressivo verificado na prevaléncia e
morbidade das doencas alérgicas respiratérias vem chamando a atencao
de pesquisadores em todo o0 mundo. Apesar dos avangos na
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos e do maior e
melhor arsenal terapéutico disponivel, acredita-se que alteragdes no estilo
de vida das populacdes justifiquem esse aumento. A imensa maioria da
populacao ocidental passou a habitar em residéncias pequenas e, quase
sempre mal-ventiladas. Estima-se que os individuos que moram nas
grandes metropoles permanecam aproximadamente 95% do seu tempo
em ambientes fechados (residéncias, escritorios, automoveis, escolas,
etc), o que demonstra a importancia da instalacdo de medidas que
garantam a qualidade do ar nesses ambientes.

As alergias respiratérias clinicamente representadas pela asma e
rinite alérgica, tém como principal mecanismo fisiopatolégico uma reacao
de hipersensibilidade tipo | de Gell & Coombs (1969), também
denominada hipersensibilidade imediata.

A rinite pode ser definida como uma inflamagdo da mucosa de

revestimento nasal, caracterizada pela presenca de um ou mais dos



seguintes sintomas: congestao nasal, coriza aquosa ou hialina, espirros

“em salva”, prurido e eventualmente hiposmia (GINA 1995).

A asma, também uma doenca respiratoria crdnica, caracterizada por
inflamacdo das vias aéreas, obstrucdo ao fluxo de ar e
hiperresponsividade bronquica, ocasionando episédios recorrentes de
sibilancia, dispnéia, sensacao de aperto no peito e tosse (GINA, 1995).

A hipersensibilidade imediata pode ser didaticamente subdividida em
duas fases: sensibilizacao e elicitagdo. De forma resumida, a fase de
sensibilizacao se caracteriza pela exposi¢do do individuo a um antigeno.
Este antigeno atravessa as células epiteliais e é capturado pelas células
de Langerhans, que migram para os linfonodos regionais. Durante seu
deslocamento, processam o0s alérgenos e o0s expdem na superficie
juntamente com MHC classe Il. O fragmento processado é entado
apresentado ao linfécito THO, que em individuos susceptiveis se
diferencia em TH2. Os linfécitos TH2 produzem IL-4 e promovem sinais
mediados pelo contato intercelular (CD40-CD40L), estimulando a
diferenciacao de linfécitos B em células B produtoras de IgE especificas.
A IgE por sua vez, circula por todo organismo e se liga a receptores de
alta afinidade FceRIl na superficie de mastocitos e basoéfilos, que se
tornam sensibilizados (Abbas 2000).

A fase de elicitacdo inicia com um novo contato com o mesmo
antigeno, que desta vez se fixa as moléculas de IgE ancoradas nos
mastécitos e basdfilos previamente sensibilizados. A fixagdo do antigeno

a IgE permite a ligacdo cruzada de 2 ou mais moléculas de



imunoglobulinas e receptor Fc, iniciando sinais de transducéo celular, que
resulta na liberacdo de mediadores quimicos pré-formados e
neoformados. Dentre os mediadores pré-formados destaca-se a
histamina, responsavel por vasodilatacdo, extravasamento de plasma
para os tecidos, broncoconstricdo, contracdo da musculatura lisa

intestinal, dentre outras agdes (Abbas 2000).

Os mediadores neoformados incluem os mediadores derivados de
lipideos e as citocinas. Os mastécitos ativados liberam trés classes de
mediadores lipidicos: a prostaglandina D2, os leucotrienos e o fator
ativador de plaguetas (PAF). A prostaglandina D2 é sintetizada a partir do
acido araquiddnico, pela via da cicloxigenase. Promove vasodilatacdo e
broncoconstricdo. Os leucotrienos também se originam do &cido
araquiddnico, porém pela via da lipoxigenase. E produzido principalmente
o leucotrieno C4, que pode ser degradado em LTD4 e LTE4. O LTB4 é
produzido em menores quantidades nos mastécitos. Os leucotrienos sao
responsaveis por broncoconstricido prolongada. O PAF exerce acdes
broncoconstritoras, vasodilatadoras, além de ativar e recrutar células

inflamatérias (Abbas 2000).

Os mastécitos e baséfilos sdo fontes significantes de citocinas,
incluindo TNF, IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, MIP-1a, MIP-1B e GM-
CSF. Provavelmente estas citocinas liberadas sdo responsaveis pela
reacdo de fase tardia, através do recrutamento de células inflamatdrias,

principalmente eosindfilos para o sitio inflamatério. As manifestacoes



clinicas e patolégicas da hipersensibilidade imediata sdo devidas as

acoes dos mediadores liberados (Abbas 2000).

No Brasil, a utilizagdo do questionario escrito padronizado ISAAC
revelou, na fase 1 do projeto, a prevaléncia de asma variando entre 2,3 a
46,9%, da rinite entre 11,3 a 68,2% e do eczema entre 0,2 a 14%,
dependendo da cidade estudada (Solé et al 1998, Vanna et al 2001,
Yamada et al 2002).

Yamada (1998) estudando escolares da cidade de Sao Paulo, com
idade entre 6 e 7 anos, encontrou uma prevaléncia de asma de 22%, com
freqiéncia maior no sexo masculino (23,8%), contra 20,4% no sexo
feminino. A prevaléncia de rinite alérgica encontrada foi de 37,6%.
Analisando-se a ocorréncia de sintomas oculares associados, a
freqiiéncia caiu para 13,8%.

Solé et al (2006) reavaliaram a prevaléncia da atopia em escolares da
cidade de Sao Paulo com idades entre 13 e 14 anos, nos anos de 2001 a
2003. A prevaléncia de sintomas de asma, considerando-se a questao

“sibilos alguma vez na vida” foi de 44,6%, “sibilos nos ultimos 12 meses’
23,3%, “sibilos atrapalhando o sono” 10,1%, “sibilos dificultando a fala”
2,9%, “diagnéstico de asma” 10,4% e presenca de tosse noturna (33,3%).

Nas questbes referentes aos sintomas de rinite, Solé et al (2006)
encontraram 41,4% com sintomas nasais sem estar resfriado “alguma vez
na vida” e 27,4% “nos ultimos 12 meses”. Ja na questao “presenca de

sintomas nasais e oculares” e o “diagnéstico de rinite” foram

respectivamente 12,2% e 32,2%.



I.2 - Exposicao e Sensibilizacao

Durante muitos anos, acreditou-se que a exposicao aos alérgenos nos
primeiros anos de vida, aumentaria o risco de sensibilizacdo, assim como
o desenvolvimento de doencas alérgicas (Apelberg et al 2001, Platts-Mills
et al 1987 e 1989). Diversos autores demonstraram que a crianca exposta
aos aeroalérgenos em qualquer faixa etaria apresentaria maior risco de
sensibilizacdo (Desjardina et al 1993, Yarnell et al 2003, Quirce et al
1995).

Wahn et al (1997) avaliaram 1314 recém-nascidos, dos quais 38%
apresentavam alto risco para o desenvolvimento de doencgas atépicas. As
criangas foram acompanhadas até os 3 anos de idade. Observaram uma
relacdo direta entre a concentracdo de alérgenos ambientais e a
sensibilizacao nesta idade. No grupo de criancas com histéria familiar
positiva, a sensibilizacdo ocorreu com menores concentracées de
alérgenos domiciliares em relagéo ao grupo com histéria familiar negativa.

Custovic et al (2002) sugeriram que existem boas evidéncias para
relacionar a exposicao a acaros e baratas e a sensibilizacdo a estes
alérgenos, assim como desenvolvimento de sintomas de asma, sendo
necessarios 2ug de Der p 1 ou 2 U de Bla g 1 por grama de poeira para
sensibilizagao, e 10ug de Der p 1 ou 8 U de Bla g 1 por grama de poeira
para desencadear crises de asma. Para os alérgenos animais, os dados

sao conflitantes.



Alguns autores mostraram uma associacao inversa entre a exposi¢ao
precoce aos alérgenos animais e sensibilizagdo ou doenga (Ownby et al
2002, Remes et al 2001, Hesselmar 1999). Estes estudos reforcaram a
Hipbétese da Higiene, que sugere que criangas expostas a infeccées nos
primeiros anos de vida tém menor risco do desenvolvimento de alergias,
pela estimulacado da populagao de linfécitos TH1.

A exposicao natural precoce a endotoxinas bacterianas é um
bom exemplo de situacdo que pode produzir alteracdo do
desenvolvimento imune e reduzir a incidéncia de alergia e asma (Liu et al
2003a e 2003b). O tempo de exposicao as endotoxinas em relagcdo ao
desenvolvimento da doenca, a dose desta exposicdo, a natureza do
estimulo, co-exposicao e variacdes genéticas responsaveis pela resposta
imune sdo importantes (Liu 2002). E importante lembrar que quando a
doenca alérgica ja esta estabelecida, a exposicao as endotoxinas agrava
0s sintomas.

A presenca de animais na residéncia é associada a maiores niveis de
endotoxinas na poeira. Remes et al (2001) encontraram menor incidéncia
de asma em criancas com caes em casa. Ownby et al (2002)
demonstraram menor sensibilizacao alergénica a todos os alérgenos
inalantes testados (acaros, fungos, gramineas, caes e gatos) em criangas
expostas a caes e gatos.

Ja, Custovic et al (2003) relataram menor prevaléncia de
sensibilizagdo a caes e gatos em adultos donos de gatos. No entanto, ndo

houve associacao entre a presenca de animais em casa com menor



sensibilizacao a acaros e polens. Concluiram que a relagao dose-resposta
entre exposicdo e sensibilizacdo deva ser diferente para os animais
domésticos e 0s acaros da poeira domiciliar.

Em 2002, Jaakkola et al estudaram adultos entre 21 e 63 anos com
histéria recente de sintomas de asma, com obstrugao reversivel da funcao
pulmonar. Notaram que o desenvolvimento de asma era aumentado em
individuos com exposicdo prévia a animais e menor naqueles com
exposicao continua. Contudo, pacientes sintomaticos removiam animais
de casa, 0 que poderia criar um viés na analise de dados, mascarando ou
invertendo a relacdo entre exposicao a animais domésticos e risco de
asma. Esses autores concluiram que histéria familiar de atopia e a
presenca de animais em casa aumentam o risco de desenvolvimento de

asma em adultos.

1.3 — Hipétese da Higiene

Acredita-se que a resposta imunoldégica na crianga ocorra por um
processo de selecdo entre os linfocitos THy e TH», influenciada por
aeroalérgenos ambientais, infeccoes e poluentes. O sistema imunolégico
do recém-nascido mostra um predominio da resposta TH». Durante o
crescimento ocorre a maturagao das respostas imunes com consequiente
equilibrio das respostas THi{/TH.. A eficiéncia deste processo &

geneticamente determinada e depende de vérios outros fatores como



aleitamento materno, exposicao a infeccées e o ambiente onde a crianca
vive (Jenmalm 1998).

Considerando-se esta relacdo TH/TH,, surgiu a popularmente
denominada Hip6tese da Higiene, que tem sido amplamente estudada.
Alguns trabalhos relataram que criancas de familias numerosas, onde as
infeccbes sdo comuns, apresentam sistema imune orientado para THy, a
fim de responder as agressOes de agentes externos como bactérias e
virus. J& em criancas que vivem em familias menores, com infeccoes
menos freqlentes, células TH, podem se desenvolver e como
consequéncia observa-se maior producao de IgE. Contudo a hipétese da
Higiene envolve muita controvérsia, uma vez que outros fatores intervém
nessa relacao infeccao/alergia, como por exemplo a idade de inicio nas
creches, onde as infecgdes sdo mais comuns (Bousquet et al 2001).

Matricardi et al (2002) observaram reducado na incidéncia de asma e
febre do feno em pacientes com histéria prévia de infeccao pelo virus da
hepatite A, Toxoplasma gondii e Herpes simples 1.

Shirakawa et al (1997) sugeriram um efeito protetor da vacinagao
BCG durante o primeiro ano de vida, proporcionando uma reducao de
doencas alérgicas e do desenvolvimento de asma na crianga. Entretanto,
Solé et al (2005) encontraram uma redugdo na incidéncia de tuberculose
e sarampo, juntamente com diminuicao de doencas alérgicas no Brasil.

Aradjo et al (2000) descreveram uma associacao inversa entre a
positividade de testes cutdneos de leitura imediata aos aeroalérgenos e

infeccdo com Schistosoma mansoni, indicando que as reacdes de



hipersensibilidade imediata poderiam ser suprimidas em individuos
infectados. Ja Silva et al (2003), estudando 742 criancas do bairro de
Pedregal em Campina Grande, observaram prevaléncia de asma de
59,7% e ascaridiase em 56,3% das criancas. Além disso, 60,5% das
criancas infectadas tinham asma, ndo confirmando a presenca de efeito
imunomodulatério da infeccdo pelo parasita e o desenvolvimento de
atopia.

Alguns pesquisadores sugerem ainda que a Hip6tese da Higiene pode
ser relevante a auto-imunidade. Kero et al (2001) registraram aumento da
prevaléncia de asma em criangas com doengas auto-imunes como a
doenca celiaca, artrite reumatoéide e diabetes tipo I. De forma semelhante,
Stene et al (2001) confirmaram uma correlagdo positiva entre asma e

diabetes tipo .

1.4 - Diferencas rurais e urbanas e alteracoes no estilo de vida

Diversos estudos realizados no mundo todo tém mostrado que a
prevaléncia de atopia e de rinite alérgica € maior em areas urbanas,
quando comparada as areas rurais. A poluicdo das grandes cidades
parece aumentar o potencial alergénico dos polens. Algumas
caracteristicas também devem ser consideradas como: fatores sécio-
econdmicos, variacdes no diagnéstico e manejo da doenca (Bousquet et

al 2001).



Recentemente, varios estudos verificaram que criangas que vivem em
fazendas apresentam menos atopia que as demais, sugerindo que o estilo
de vida no campo protegeria estas criancas do desenvolvimento de
alergias. Estes achados condizem com a Hipdtese da Higiene.
Importantes associagdes entre a exposicao a endotoxinas e seus efeitos
em criangas foram relatados:

e criangas em fazendas estdo expostas a niveis maiores de
endotoxinas na poeira domiciliar, poeira do colchdao e poeira de
celeiros (Braun-Fahrlander et al 2002, Gereda et al 2000);

e maior exposicdo a endotoxinas estda associada com menor
sensibilizagdo a alérgenos, menos sintomas de febre do feno ou asma
atopica, de forma dose-dependente (Braun-Fahrlander et al 2002);

e 0 sangue das criancas que vivem em fazendas expressam maiores
quantidades de CD14, um receptor para componentes microbianos,
como as endotoxinas (Lauener et al 2002);

e a exposi¢do precoce a celeiros em fazendas e leite ndo-pasteurizado
associa-se com baixa prevaléncia de asma e alergia (Riedler et al
2001);

e altos niveis de exposicao a endotoxinas estdo associados ao aumento

da prevaléncia de sibilos ndo atépicos (Braun-Fahrlander 2002).

10



1.5 - Poluicao atmosférica

A poluicdo atmosférica urbana se origina essencialmente dos
automoéveis. Os principais poluentes atmosféricos emitidos pelos
automoéveis sao classificados como: oxidantes (mondxido de carbono,
oxidos nitricos e componentes organicos volateis), poluentes secundarios
(ozbnio), poluentes sulfuricos (diéxido de enxofre), agentes quimicos
organicos, dioxido de carbono, metais e material particulado (Bousquet
2001).

A poluicao interna é constituida por alérgenos e gases poluentes, cuja
principal fonte € o tabaco. Outros poluentes comuns sdo: mondéxido de
carbono, Oxido nitrico, material particulado, componentes orgéanicos
volateis, dioxido de enxofre, colas, tecidos, madeira, dentre outros
(Bousquet 2001).

O ozbnio é formado a partir de Oxidos nitricos e componentes
organicos volateis, através de reacdGes quimicas dependentes de luz
solar. Esta transformacdo pode levar dias ou horas, de forma que o
ozbnio geralmente se forma longe da fonte de gases primarios, ou seja,
nos suburbios dos grandes centros urbanos. Nos Ultimos anos, a
concentracdo de ozbnio se agravou devido a deterioracao da qualidade
do ar e das condigdes climaticas (CETESB 2007).

Cerca de 40% do ozbnio inalado é absorvido pela mucosa nasal,
causando inflamacao local. A provocacdao nasal com ozénio acarreta

aumento dos niveis de histamina, neutréfilos, eosindfilos e células
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mononucleares no lavado nasal. Aumenta ainda a resposta de fase tardia
apos provocacgao nasal com alérgeno (Bousquet et al 2001).

Kopp et al (1999), avaliaram o fluido do lavado nasal de 170 escolares
em onze ocasioes, de marco a outubro. Observaram inflamacao aguda
apos o primeiro aumento dos niveis de 0z6nio no ambiente. Relataram
também aumento significante, dose dependente, nos niveis de leucécitos
e proteina catidénica eosinofilica.

Zwick et al (1991), comparando 2 grupos de criangas expostas a altos
e baixos niveis de 0zbnio, observaram concentracdes iguais de didxido de
nitrogénio e diéxido de enxofre. Nao encontraram diferencas na
freqUéncia de rinite alérgica, niveis séricos de IgE total ou testes positivos
para alérgenos. Nao houve correlagédo entre sintomas de rinite e picos de
0z6nio e nao houve diferencas entre atépicos e nao-atépicos. Contudo a
hiperreatividade brénquica foi maior no grupo exposto a altos niveis de
ozonio.

Atualmente, a concentracdo de dioxido de enxofre na Europa
Ocidental e na América do Norte é baixa, sendo a média anual menor que
30ug/m®. Mesmo assim, a prevaléncia de rinite alérgica sazonal e a
positividade dos testes cutaneos a alérgenos sao mais freqlentes,
sugerindo que o diéxido de enxofre nao influencia a sensibilizagdo aos
aeroalérgenos, todavia a exposicao a didéxido de enxofre reduz a secrecao
nasal e aumenta a resisténcia das vias aéreas nasais (Koenig 1988).

Braun-Fahrlander et al (1992) estudaram 625 criancas em idade pré-

escolar, vivendo em trés diferentes areas: cidades (31 e 22ug/m?® de NOy),
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suburbio (19,4pg/m® de NO2) e campo (11pg/m® de NOy). Encontraram
mais sintomas de irritacdo das vias aéreas superiores nas regides com
maiores concentracdes de NOa.

Segundo Diaz-Sanches et al (1996), as particulas de vapor de diesel
desviam a resposta imune, aumentando a producéo da IgE e induzindo a
inflamacao alérgica.

Em Séao Paulo, Saldiva et al (1994) demonstraram uma associacao
entre mortalidade infantil por doencas respiratérias e maiores niveis de
concentracao de dioxido de nitrogénio (NO,). Farhat (1999) mostrou que
a poluicao atmosférica em Sao Paulo tem um evidente efeito deletério
sobre a saude respiratéria da populacdo pediatrica, demonstrando uma
associagao significativa entre o numero diario de atendimentos em
servicos de urgéncia e o numero diario de internacées por doencas do
trato respiratério inferior e a concentracdo atmosférica de material

particulado (PM;), diéxido de enxofre (SO.), NO2 e 0zbnio (O3).

Saldiva et al (1992) compararam ratos expostos por seis meses a
atmosfera do centro de Sao Paulo (Largo do Paissandu) e controles (ratos
da mesma ninhada separados aleatoriamente) mantidos pelo mesmo
periodo em Atibaia, local com niveis muito reduzidos de poluicao do ar.
Nos ratos que permaneceram em Sao Paulo observou-se: aumento da
resisténcia nasal; presenca de muco traqueal de maior viscosidade;
alteracdo da estrutura dos cilios; prejuizo no transporte mucociliar;

aumento de polimorfonucleares e linfécitos em lavado broncoalveolar.
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Nos fumantes, a irritacdo nos olhos e a alteracdo do olfato sdo mais
comuns que em nao-fumantes. Os fumantes referem sensibilidade a
fumaca do tabaco, que se manifesta como cefaléia, rinorréia, congestao,
gotejamento pds-nasal e espirros. Aparentemente, quanto mais fumar,
mais rinite crénica. A fumaca do cigarro altera o “clearance” mucociliar e
pode causar inflamagdo e aumento do nimero de eosindéfilos na mucosa

nasal de individuos nao-atdpicos (Bousquet et al 2001).

|.6 - Poeira domiciliar e acaros

A poeira domiciliar n&o € uma substancia Unica, mas sim uma mistura
de materiais organicos e inorganicos, tais como: &acaros
(Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia
tropicalis), insetos (baratas, moscas, mosquitos, pernilongos), pélos e
epitélios de animais (caes, gatos, coelhos), fungos (Aspergillus fumigatus,
Penicillium notatum, Cladosporium herbarium), pblens (gramas, arbustos,
plantas e arvores), poluentes (CO, CO,, SO, e material particulado),
restos de alimentos dos habitantes do domicilo, fibras, restos de insetos,
descamacao epidérmica de animais e seres humanos.

Os &acaros sdo aracnideos microscopicos, medindo de 100um a
300um, e se constituem nos principais alérgenos da poeira domiciliar. Sua
principal fonte alimentar em edificios sdo escamas de pele, fungos e
restos organicos. Podem ser divididos em 2 familias: Pyroglyphidae e
Glycyphagoidea. Os membros da familia Pyroglyphidae vivem

permanentemente na poeira doméstica, sendo seus principais

14



representantes: D. pteronyssinus, D. farinae, D. microceras, Euroglyphus
maynei e outros. Na familia Glycyphagoidea encontram-se 0s acaros
anteriormente conhecidos como acaros de estocagem: Acarus siro,
Tyrophagus putrescentiae, Lepidoglyphus destructor, Blomia tropicalis,
Blomia kulagini e outros (Colloff 1998a).

A exposicdo aos alérgenos dos acaros ocorre inicialmente pela
inalacao de particulas fecais, contendo alimentos parcialmente digeridos e
enzimas digestivas. Essas estruturas sdo recobertas por uma membrana
nao resistente a agua, através da qual os antigenos podem escapar,
quando expostos a umidade. As particulas fecais dos acaros possuem
tamanho semelhante aos graos de pdélen (10 a 35 um de diametro).

Os alérgenos dos acaros tém sido purificados a partir de extratos
aquosos ou produzidos como proteinas recombinantes e, na maioria dos
casos, sequéncias de aminoacidos e nucleotideos tém sido determinadas.
Até agora, varias proteinas ja foram identificadas como alérgenos de

acaros (Quadro 1)(Platts-Mills et al 1995):
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Quadro 1: Acaros da poeira — alérgenos identificados com seu peso

molecular e funcao

Acaros Alérgenos MW Funcéo
Dermatophagoides | Der p1/ Der f1 25kd Protease cisteina
spp Der p2/Der f 2 14kd Proteina epididimal

Der p3/Der 3 30kd Protease serina

Derp 4 60kd Amilase

Der p5 14kd Desconhecida

Der p6 25kd Quimotripsina

Der p7 22-28kd | Desconhecida

Der p8 26kd Glutation-transferase
Der p9 24kd P.serina colagenolitica
Der p10 36kd Tropomiosina

Der p11 40kd Paramiosina

Der p20 Arginina quinase

Euroglyphus Eurm 1 25kd Protease cisteina

maynei

Blomia tropicalis | Blot5 14kd Desconhecida

Lepidoglyphus Lepd?2 14kd Proteina epididimal

destructor

Modificado de Platts-Mills TAE et al. Indoor Allergens & Asthma.1995.

No género Dermatophagoides, os alérgenos mais

importantes

pertencem aos grupos 1 e 2. A maioria dos estudos utiliza Der p 1 e Der f

1 para avaliar a exposicdo ambiental aos acaros. A introducdo de

alérgenos do grupo 2 fornece um outro marcador de exposicdo, uma vez
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que estas proteinas sdo mais resistentes ao calor e a desnaturacao.
Alguns alérgenos, como o Der p 8, apresentam reatividade cruzada muito
alta com os demais (Aalberse 1998).

A sensibilizacdo aos acaros ocorre quando os niveis de Der p 1 sdo >
2 ng/g de poeira, ou 100 acaros/g de poeira. Ja, as crises de asma séo
desencadeadas com niveis > 10ug/g (Platts-Mills et al 1995).

As maiores concentracdes de alérgenos de acaros sdo encontradas
nos colchées, mdveis estofados e carpetes (Peterson et al 1999, Gross et
al 2000, Arlian et al 1982). Gross et al (2000) estudando os niveis de
acaros em casas e apartamentos, encontraram niveis significantemente
maiores no piso térreo, quando comparados aos encontrados em andares
superiores. Relacionaram ainda, a presenca de caes na residéncia com
niveis aumentados de Der p 1 nos colchdées e de Der f 1 na poeira do
chdao e colchdo. As idades do colchdo e do carpete mostraram-se
diretamente proporcionais ao acumulo de alérgenos de acaros. A idade
da construgéo, por sua vez, correlacionou-se com niveis aumentados de
Der p 1, embora tal achado ndo concorde com outros estudos (Arlian et al
1982).

As populagbes de acaros podem ser influenciadas por fatores
abidticos, tais como a umidade do ar. Hart et al (1990), Platts-Mills et al
(1987), Charpin D et al (1988) demonstraram que 0s niveis de umidade
relativa do ar em ambiente externo -“outdoor’-, dependentes da regiao
climatica e altitude, influenciam a distribuicdo dos acaros. A umidade

relativa “indoor”, por sua vez, é dependente da umidade externa.
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A regulagdo osmotica dos acaros é feita através de sua cuticula,
sendo necessarias altas taxas de umidade do ar, para se evitar perdas
excessivas de agua. A sobrevivéncia dos acaros € maior quando a
umidade absoluta do ar “indoor” é superior a 7g/kg (45% a 20°C)(Hart
1998). Arlian et al (1999) observaram que a manutencao da média diaria
da umidade relativa “indoor” abaixo de 50% restringe o crescimento da
populacdo de D farinae. Para inibir completamente o crescimento desses
acaros, a umidade relativa deve ser mantida abaixo de 35% por, pelo
menos, 22 horas/dia.

Chang-Yeung et al (1995) verificaram que os niveis de alérgenos de
acaros sao influenciados pela estacao do ano, pelas caracteristicas da
casa (idade da construcao, numero de moradores) e, principalmente, pela
umidade relativa “indoor”.

Alguns estudos tentaram identificar padrdao sazonal da concentragao
de alérgenos “indoor”. Chew et al (1999) encontraram niveis mais altos de
Derp 1 e Der f durante o outono, e uma queda na primavera, no nordeste
dos Estados Unidos. De maneira semelhante, outros estudos realizados
nos Estados Unidos e Japdo observaram também, aumento desses
alérgenos no outono (Platts-Mills et al 1987, Miyazawa et al 1996, Linter
et al 1993, Peterson et al 1999). No nordeste da Inglaterra, Kalra et al
(1992) observaram discreto aumento das concentragcées de Der p 1 no
outono, que ocorreu paralelamente ao aumento da umidade relativa do ar.

No Brasil, os acaros da poeira domiciliar sdo os alérgenos mais

importantes, no que se refere a etiopatogenia das alergias respiratérias.
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Binotti et al (2001) revisaram todos os trabalhos sobre acaros realizados
no territorio brasileiro, e concluiram que as espécies de acaros mais
comuns no pais sao: D. pteronyssinus, Blomia tropicalis e Cheyletus
malaccensis. Outras espécies/ géneros frequentemente encontradas sao:
D. farinae, Euroglyphus, Tyrophagus, Corthoglyphus e Tarsonemus. A
grande maioria dos estudos foi realizada nas regides sul e sudeste do
Brasil, havendo poucos relatos sobre as demais regides.

Oliveira et al (1999) avaliaram a fauna acarina em Campinas, obtendo
como principal espécie o D pteronyssinus, tanto na superficie superior
como na inferior dos colchdes. Arruda et al (1991) encontraram indices de
Der p 1 e Der p 2 acima de 10ug/g de poeira em 90% das amostras de
colchdes de criangas atopicas paulistanas.

Serravalle e Medeiros identificaram D pteronyssinus em 70% das
amostras de poeira obtidas na cidade de Salvador, além de Cheyletus sp
em 50%, B tropicalis em 30%, D farinae em 8%, Tyrophagus
putrescentiae em 6% e Lepidoglyphus destructor em 4% (Serravalle et al
1998). No Rio de Janeiro, Geller (1995) sugeriu que as espécies D
pteronyssinus e B tropicalis sdo os principais indutores de sensibilizacao

alérgica naquela cidade.
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|.7 - Animais domeésticos

Cées e gatos sdo os principais animais de estimacdo em todo o
mundo. Nos Estados Unidos, estima-se que 2,3% da populacdo seja
sensivel aos alérgenos do gato (Ledford 1994). Dentre estes alérgenos, o
mais importante € a glicoproteina salivar Fel d 1, com peso molecular de
36kd, presente em todas as racas de gatos. Uma vez que sua producéao é
controlada por horménios (testosterona), os machos tém niveis de Fel d 1
superiores aos detectados nas fémeas.

Pode ser encontrado nos seguintes locais: pele, saliva, células
epiteliais escamosas basais e excrecdes das glandulas sebaceas e pélos.
Nos pélos, a concentracao de Fel d 1 € 10 vezes maior na raiz, quando
comparada a da ponta (Charpin et al 1991). Um gato produz,
aproximadamente 3 ug a 7 ug de Fel d 1 por dia, que sdo estocados na
pele e pélos, e distribuidos aos demais locais, pelo ato de lamber.

Diferentes alérgenos tém propriedades fisicas diferentes. Assim, por
exemplo, enquanto Der p 1 e Der f 1 sdo particulas maiores (> 10nm),
depositando-se no chdo em 20 a 30 minutos (caso ndo haja
movimentacao do ar); o Fel d 1 compreende particulas menores (<2nm),
permanecendo em suspensdao no ar por longos periodos de tempo.
Peterson et al (1999) detectaram maior porcentagem de Fel d 1 no ar, em
comparagao com os alérgenos dos acaros. Observaram ainda, um padrao
sazonal dos 3 alérgenos (Der f 1, Der p 1 e Fel d 1), com valores mais

altos no outono.
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Chew et al (1999), por sua vez, verificaram maiores niveis de
alérgeno de gato nas amostras de poeira coletadas das camas, durante a
primavera e o outono. Sugeriram que o principal fator preditor dos niveis
de Fel d 1 nas casas € a presenca do animal, embora esse antigeno
também possa ser encontrado em casas sem gatos.

Ja Custovic et al (1998a) encontraram niveis de Fel d 1 em todas as
casas com gatos e quase 1/3 das residéncias sem gatos. Os maiores
niveis do alérgeno foram encontrados nos moveis estofados, o que reflete
uma tendéncia do animal em permanecer a maior parte do tempo nos
méveis macios, e ndo no chdo. Nas casas sem gatos, os valores mais
altos de Fel d 1 também foram encontrados nos moveis estofados,
provavelmente pela transferéncia do alérgeno através das roupas de
donos do animal. Niveis significativamente mais baixos foram detectados
nos quartos, sugerindo que a exposicado mais importante ao alérgeno
ocorre na sala.

Outros alérgenos de gatos incluem proteinas do soro (albumina) e da
pele. Alguns desses alérgenos apresentam reacdo cruzada com
alérgenos dos caes (Ledford 1994). Ichikawa et al (2001) descreveram a
proteina Fel d 3, que compreende uma cistatina, ou seja uma proteina
inibidora da protease cisteina.

Os principais alérgenos dos caes sao extraidos principalmente da
saliva e compreendem: Can f 1 e Can f 2. Can f 1 é encontrado nos pélos,
saliva e, em menor quantidade, na urina e fezes. Apresenta peso

molecular de 21 a 25kd, e é produzido por todas as racas (Schou et al
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1991). Geralmente nas casa onde habita um cao, esses niveis sao de
10000ug/g de poeira e nos domicilios sem caes de 0,3ug/g de poeira
(Ledford 1994). Can f 2 apresenta peso molecular entre 19 e 27 kd. Cerca
de 70% dos individuos sensiveis a cdes apresentam IgE contra Can f 1
(Konieczny et al 1997).

Custovic et al (1998b) detectaram maiores valores de Can f 1 no
carpete das salas de residéncias com cées, refletindo uma tendéncia do
animal em permanecer no chdo, a maior parte do tempo.

Tanto os alérgenos de gatos como os de cdes sdo aderentes as
roupas, podendo ser transportados para ambiente e ocasionar
sensibilizacdo de individuos, mesmo aonde nao existem esses animais.
Niveis de Fel d 1 e Can f 1 acima de 1ug/ g de poeira sao suficientes para
sensibilizar individuos geneticamente predispostos. Ja niveis acima de
10ug/g de poeira sdo responsaveis por exacerbar sintomas de asma
(Platts-Mills et al 1997).

No Brasil existem poucos estudos avaliando a presenca de alérgenos
animais em ambientes internos. Justino et al (2005) detectaram altos
niveis de Canf 1 nos automéveis na cidade de Uberlandia.
Aproximadamente 25% das amostras de poeira coletadas em carros de
individuos sem animais em casa, apresentaram niveis detectaveis de Can
f 1, enquanto 5% das amostras desses individuos foram positivas para Fel
d 1. Os niveis de Der p 1 e Der f 1 nesses veiculos foram muito baixos.

Pereira et al (2004) analisaram os transportes publicos da cidade de

Uberlandia e encontraram altos niveis de Fel d 1, Der p 1 e Der f 1 nesses
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veiculos. Rullo et al (2002) detectaram baixos niveis de alérgenos animais

em creches e pré-escolas, na cidade de Sao Paulo.

.8 — Baratas

Trés espécies de barata sdo encontradas dentro dos edificios: Blatella
germanica; Periplaneta americana, Blatella orientalis. A Blatella
germanica € a mais prevalente, principalmente em grandes cidades no
sudeste dos Estados Unidos e em paises tropicais.

Os alérgenos da barata sdo derivados de materiais fecais e da saliva.
Os antigenos da B. germanica melhor caracterizados sao: Bla g 1, com
peso molecular de 20 a 25 kd e Bla g 2 com aproximadamente 36 kd.
Outros antigenos sao: Bla g 4 (21kd) e Bla g 5 (22kd). Os alérgenos de P.
americana sao Per a 1, com peso molecular semelhante ao daBlag 1, e
Pera 3 com 72 a 78 kd.

Chew et al (1999) demonstraram niveis de Bla g 1 duas vezes maior
no verao, quando comparado ao inverno, com pequenas diferengcas na
primavera e no outono. O tipo de constru¢cdo associou-se com 0s niveis
do alérgeno, sendo que nas casas, valores menores de Bla g 1 foram
encontrados, em comparagao com apartamentos.

Existem evidéncias de que individuos com asma, principalmente em
areas urbanas, sdo sensiveis aos antigenos da barata. Finn et al (2000)
selecionaram criangas com fatores de risco para desenvolvimento de
asma e analisaram a exposicao aos alérgenos Blag 1, Blag 2, Derf1 e

Fel d 1, assim como a resposta proliferativa de linfocitos, frente a esses
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antigenos. Verificaram que niveis altos de Bla g 1 e Bla g 2 estavam
associados com aumento da resposta linfoproliferativa. Valores altos de
Der p 1 também se relacionaram com aumento desta resposta, porém de
forma menos marcante; enquanto Fel d 1 ndo se correlacionou com a
ativacdo dos linfécitos. Concluiram que a exposicdo precoce aos
alérgenos da barata prediz as respostas linfocitarias.

Eggleston et al (1998) sugeriram que o principal local de
sensibilizacdo aos alérgenos da barata é o dormitério, embora as maiores
concentragdes sejam encontradas na cozinha. Associaram ainda, a
positividade de teste cutdneo ao nivel de exposicao, ou seja, 32% das
criangas expostas a niveis entre 1 a 2 U/g de poeira de Bla g 1 tinha teste
positivo, enquanto 40 a 45% das criangas expostas a 4 U/g eram
sensibilizadas. Os alérgenos Bla g 1 e Bla g 2 assemelham-se aos
antigenos dos acaros, sendo detectados na poeira depositada e em
menor quantidade no ar. Esses achados confirmaram os dados obtidos
por Blay et al (1997).

Santos et al (1999) demonstraram que no Brasil, 55% das criancgas e
adultos jovens com asma e rinite apresentam testes cutaneos positivos
para barata. Em 2001, Arruda et al revisaram a importancia dos
alérgenos de barata para os pacientes com asma. Estabeleceu-se que 2
U/g de poeira sdo necessarias para sensibilizacdo, enquanto que 8U/g de

poeira aumenta os sintomas de asma.
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1.9 — Fungos

Os fungos sdo seres eucariontes, encontrados no solo, plantas,
materiais organicos e ambientes internos Umidos (porbes, carpetes, ar
condicionado, umidificadores). Crescem em niveis variaveis de pH e
competem com bactérias por nutrientes organicos. A digestdao alimentar
ocorre externamente, através da excregcdo de enzimas para 0 meio
ambiente. Excretam também toxinas que inibem o crescimento
bacteriano. Apresentam parede celular rigida que os protegem de
condicdes adversas como frio intenso ou longos periodos de seca. A
reproducao pode ser sexuada ou assexuada. Disseminam-se no ambiente
através de esporos.

Os esporos de fungos constituem a maior parte das particulas do
bioaerosol, tanto em ambientes internos quanto em externos (D’amato et
al 1995) . A concentracdo aérea destes esporos tem uma grande
variabilidade, dependendo de fatores como: temperatura, umidade
relativa, hora do dia, velocidade e direcdo dos ventos, presenca de
atividade humana e do tipo de climatizacao das areas internas (Gambale
1983b).

A incidéncia das varias espécies de fungos difere de uma regido para
outra, na dependéncia de fatores climaticos, relevo, hidrograficos, tipo de
vegetacdo, solo, poluicdo ambiental, etc. Prince e Meyer (1976)
classificaram os fungos em trés grandes grupos: dominantes universais,

encontrados em praticamente todos os locais pesquisados (Alternaria,
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Cladosporium, Penicillium e Aspergillus); dominantes geograficos,
ocorrem numa regido geografica com certas caracteristicas (Rhizopus,
Mucor, Stemphylium, Botrytis, Paecilomyces); e dominantes locais, sao
mais esporadicos e caracteristicos de certa regiao.

Os principais géneros de fungos encontrados em ambiente externo
sao: Alternaria, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Candida, Botrytis e
Helminthosporium. Ja, nos ambientes internos observam-se Aspergillus,
Cladosporium e Penicillium (Smith et al 1990). Fatores externos podem
aumentar os niveis de esporos internos: edificios construidos préximos a
locais de estocagem de restos organicos ou mesmo com pouca exposicao
a luz solar. Alguns fatores internos podem reduzir os niveis de esporos:
filtragcdo eletrostatica central, baixa umidade e medidas de controle
ambiental para evitar acumulo de poeira (Ledford 1994).

Existem duas técnicas de coleta de bioparticulado, para a pesquisa
dos fungos no meio ambiente: ar e superficie. A poeira da superficie pode
ser coletada com fita adesiva ou por aspiracao para posterior cultura com
identificacdo e quantificacdo das unidades formadoras de col6nia. Os
esporos no ar podem ser capturados por método gravitacional ou
coletores volumétricos. O método gravitacional seleciona particulas de
maior porte, além de ndo permitir coleta em dias chuvosos. Existem varios
tipos de coletores volumétricos: Burkard, Andersen, Rotorod, Rotobar,
Rotoslide. O aparelho de Andersen combina o método de sucgédo e

impactagéo em placas de Petri com meios de cultura.
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Schrober (1991) verificou maior nimero de espécies de fungos na
poeira dos carpetes, em comparacao aos moéveis estofados. Observou
ainda, maior numero de esporos de géneros hidrofilicos no chéao,
enquanto esporos mesohidrofilicos sdo os principais na mobilia.

A presenca de fungos varia durante as estagbes do ano. A maioria
dos géneros mostra-se aumentada no verao e outono (Koch et al 2000).
Hirsch & Sosman (1976) observaram diminuicdo de Cladosporium e
Alternaria no inverno. Por outro lado, ndo constataram diferencas nos
niveis de Aspergillus relacionados a estacdo do ano. O’Hollaren et al
(1991) identificaram 18 episddios de crise respiratéria em 11
adolescentes, durante o verdo e inicio do outono nos Estados Unidos,
periodo do ano em que se observa pico de esporos de Alternaria e outros
fungos.

Os alérgenos dos fungos s@o encontrados nos esporos, mas também
ocorrem em outras estruturas, como o micélio. Derivam de componentes
estruturais dos organismos ou dos materiais excretados, podendo
amplificar as respostas alérgicas. Embora alguns laboratérios tenham
produzido anticorpos monoclonais contra fungos (p.ex. Aspergillus -Asp f
1, Alternaria - Alt a 1), a medida desses alérgenos no meio ambiente
ainda nao é fidedigna, talvez pela baixa sensibilidade ou por esses
alérgenos nao serem encontrados nos esporos (Sporik et al 1993).

Nao existe nenhum consenso no que diz respeito a relacao entre os
niveis de fungos internos e seus efeitos na saude. Segundo “World Health

Organization” (1988) é recomendado niveis internos de fungos de até 500
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UFC/m?® de ar. Rao et al (1996) sugerem que valores entre 100 e 1000
UFC/ m® sdo aceitaveis, concordando com Jensen e Schafer (1998). Para

a ANVISA (2000), os niveis ndo devem ultrapassar 750 UFC/ m®.

1.10 - Poluicao e sensibilizacao

Diferencas consideraveis na prevaléncia de alergias entre as areas
rurais e urbanas de paises industrializados ja foram descritas, com testes
cutaneos positivos sendo mais comuns entre as criangas que vivem na zona
urbana (Bj6érkstén,1997). Braback e Kalvesten (1991) mostraram que o risco
relativo para um teste cutaneo positivo € 70% maior entre criancas de 11
anos de idade vivendo em cidades moderadamente poluidas no norte da
Suécia do que nagquelas vivendo nas regides menos poluidas no interior do

pais.

Popp et al (1989) mostraram que a incidéncia de anticorpos IgE
especificos a aeroalérgenos foi significativamente maior em areas poluidas

da Austria do que naquelas sem poluicéo.

De modo geral, acredita-se que a combinacao de poluentes do ar deve
aumentar a reatividade do trato respiratério, com ativacdo de células e a
liberacdo de mediadores inflamatérios promovendo sensibilizacdo em

individuos susceptiveis.

Galvdao e colaboradores (2002) mostraram alta prevaléncia de
sensibilizacdo em escolares na zona urbana de Sao Paulo (47,5%), quando

comparada a observada na zona rural em Atibaia (25%). O perfil de
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sensibilizacao foi semelhante nos dois grupos estudados, sendo que Blomia
tropicalis, Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
Aspergillus fumigatus e Penicilium notatum foram os alérgenos com maior
freqiéncia de positividade nos testes de puntura. A partir deste estudo,

houve interesse de realizar o presente trabalho nestas mesmas escolas.
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Il — OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sao:

1) Estudar e comparar o ambiente interno de duas escolas, uma em
zona urbana (Sao Paulo) e outra em zona rural (Atibaia), com diferentes
niveis de poluicao ambiental, mediante:

e identificacdo e quantificacdo dos principais alérgenos (acaros,
fungos, animais domésticos e baratas) presentes na poeira e
no ar das salas de aula

e avaliacdo da existéncia, ou ndo, de padrao sazonal para cada
um dos alérgenos estudados.

2) Estabelecer a prevaléncia de doencas alérgicas (asma, rinite e
eczema), exposicdo domiciliar e histéria familiar de alergia, entre os

estudantes das duas escolas.

30



Il - MATERIAL E METODOS

lll.1 - Escolas estudadas

Foram estudadas duas escolas publicas estaduais de primeiro grau,
localizadas em duas cidades do estado de Sdo Paulo com diferentes niveis
de poluicdo atmosférica. A primeira escola localizada proximo a regiao
centro-sul da cidade de Sao Paulo, conhecida por seus altos niveis de
poluicdo ambiental e intenso trafego de ruas e avenidas, e onde, em seu
patio, encontra-se uma estacdo medidora da qualidade do ar da CETESB
(Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental de Sao Paulo). A
segunda escola pertencente a zona rural de Atibaia, cidade que apesar de
localizar-se a 68km de Sao Paulo, é considerada uma estancia climatica,
com baixissimos niveis de poluicao ambiental. As duas cidades foram
escolhidas porque suas condicdes climaticas e de altitude sao bastante
semelhantes.

Sao Paulo é a capital do estado de Sao Paulo, sendo a cidade mais
populosa do Brasil. A populacdo recenseada em 2000 foi de 10.287.965
habitantes. Em 2005, o IBGE estimava a populacdo em 10.927.985.
Constitui o maior conglomerado urbano do pais, sendo um dos centros mais
industrializados. A regido metropolitana esta localizada geograficamente no
Planalto Atlantico, e é contornada por serras de aproximadamente 1100

metros de altura, como as Serras do Mar e Paranapiacaba. A area do
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municipio é de 1524 km? e a sua altitude média é de 760 metros. Localiza-se
junto a bacia do Rio Tieté. O clima de Sao Paulo é temperado de altitude,
com temperatura média anual de 18,3°C, tendo invernos suaves e verdes
com temperaturas moderadamente altas, aumentadas pelo efeito da
poluicdo e da altissima concentracao de edificios. Devido a proximidade do
mar, a cidade € umida, com indices aceitaveis durante todo ano, embora a
poluicao atinja niveis criticos no inverno, devido ao fendmeno de inversao
térmica e pela menor ocorréncia de chuvas de maio a setembro. A
precipitacao média anual é de 1317 mm, concentrados no verao (Nosso Sao
Paulo 2007).

Atibaia € um municipio do estado de Sao Paulo, localizada a 803
metros de altitude. Sua populacdo estimada em 2005 era de 126.940
habitantes segundo o IBGE. A regido de Atibaia € considerada pela
UNESCO como o segundo melhor clima do mundo, superada apenas por
Davos na Suica. Com a economia baseada no turismo e agricultura, localiza-
se a nordeste da capital do estado e pertence ao cinturdo verde que
circunda a grande Sao Paulo, da qual se encontra separada por serras de
até 1500 metros. Atibaia ocupa uma area de aproximadamente 491 km? na
regido da Serra da Mantiqueira, tendo caracteristicas de cidade de
montanha, apesar do seu relevo de planicie. De acordo com estudos
anteriores apresenta indices insignificantes de poluicao atmosférica (Saldiva
et al 1992), sendo portanto adotada como controle. A localizacdo das duas
cidades bem como as principais caracteristicas de cada uma estao

ilustradas na figura 1 (Camara Atibaia 2007).
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Figura 1 — Mapa de localizacdo e principais caracteristicas das cidades de Sao

Paulo e Atibaia

Sao Paulo
Populacdo: 11.016.703 (IBGE 2006) Populagdo: 129.751 (IBGE 2006)
Area: 1522,986 km? Area: 478,101 km?
Altitude: 760 metros Altitude: 803 metros
Clima: temperado de altitude Clima: tropical de altitude

Nas duas escolas, a limpeza das classes consistia em varrer o chao
diariamente as 7 horas, as 12 horas e as 18 horas. Os pisos eram de
ceramica, sendo lavados com agua e sabao 1 vez ao ano, durante as férias
de verdo. As duas escolas foram orientadas a nao realizar a limpeza das

classes pelo menos 24 horas antes das coletas.

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissao de Etica Médica da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

33



lll.2 - Coleta de amostras

As amostras de poeira e do ar foram obtidas de uma Unica classe em
cada escola, escolhida aleatoriamente. As coletas foram realizadas uma vez
por més, entre os dias 1 e 10 durante um ano (de julho de 2001 a junho de
2002). O horéario das coletas ocorreu entre 12 e 13 horas, periodo de
intervalo entre a saida da turma da manha e a entrada da turma da tarde.
Durante cada visita foram medidas a temperatura e umidade relativa do ar
dentro das salas, utilizando-se um termo-higrémetro (TFA, Alemanha).

As amostras de ar foram coletadas por 20 minutos com o aparelho de
Andersen N-6, um impactador de 6 estagios (Figura 2), colocado no centro
da sala de aula, aproximadamente um metro acima do nivel do chdo. Foram
obtidas 24 amostras de ar, 12 em cada escola. O aparelho de Andersen é
formado por 6 placas de aluminio, compostas por orificios com diametros
decrescentes, conforme as placas vao sendo dispostas para baixo. O ar é
sugado pelo aparelho a uma taxa fixa de 28 litros por minuto. O aparelho é
capaz de coletar particulas de ar através de 6 estagios, classificando-as de
acordo com o tamanho (<2 micra, entre 2 e 5 micra e >5micra). As placas de
Petri utilizadas para cultura foram de agar Sabouraud (DIFCO/EUA). Apés a
coleta, as placas foram incubadas a 25°C por 4 dias, sendo contadas as
unidades formadoras de colénias (UFC). Os fungos foram entao isolados em
tubos com agar Sabouraud e identificados genericamente. A analise dos
fungos foi realizada no Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias

Biolégicas da Universidade de Sao Paulo (Lacaz 1998 e 2002).
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Figura 2 — Foto ilustrativa do Aparelho de Andersen N-6 de 6 estagios

A aspiragdo da poeira foi feita com aspirador de pd elétrico, com
poténcia de 1200 watts. A poeira foi coletada de oito dreas do chao da sala
de aula, medindo 1m? cada, aspiradas por 2 minutos. As regides escolhidas
foram: duas junto a porta, duas junto a lousa, duas junto a janela e duas
entre as carteiras, no centro da sala (Figura 3). O chao das salas de aula era
revestido de ceramica e ndo havia tapetes ou carpetes. As classes possuiam
ventilagdo natural, sem ar condicionado. A aspiracao da poeira foi realizada
com a escova estreita, acoplada a um adaptador de acrilico (Figura 4)
associado a um filtro de cambraia de 20X20cm, de malha fina

(aproximadamente 900 malhas / cm?).
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Figura 3 — Localizagdo do Aparelho de Andersen na sala de aula e das areas do chéo

aonde foram realizadas as aspira¢des da poeira.

B-Lousa

A- Porta

Aspiracdo de 1m%2 minutos

O Aparelho de Andersen (28 I/minuto-20 minutos)

Figura 4 — Foto ilustrativa do aspirador de p6 com acoplador contendo filtro de cambraia.

Apés o término da aspiracao, ainda com o aparelho ligado, o tubo do

aspirador era levantado na posig¢ao vertical (escova ou ponta do aspirador
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para cima) e s6 entao era desligado. Desta forma, os residuos da poeira que
ficassem no cano ou na escova ficariam retidos no filtro de tecido. A seguir,
o filtro de cambraia era retirado de dentro do adaptador e suas bordas
amarradas para conservar o conteudo aspirado. Este material era colocado
dentro de um saco plastico tipo “zip-zap”, medindo 15x22cm, deixando um
pouco de ar no seu interior. A identificacdo de cada amostra era feita com
etiqueta, indicando a escola, o local da sala e a data da coleta. Entre as
coletas de cada amostra, o filtro de cambraia era trocado e o adaptador era
limpo com alcool a 70%, para evitar contaminacao posterior. Foram obtidas

96 amostras em cada escola.

lll.3 - Preparo do Material

Cada amostra de poeira aspirada foi processada utilizando-se uma
peneira com poros de 300um de diametro, a fim de remover fibras e
particulas maiores. Quatro amostras, sendo uma de cada regido da sala de
aula, foram preparadas para anadlise laboratorial quanto a presenca de
aeroalérgenos através da leitura por ELISA, ou quanto a presenca de

fungos, através de cultura e identificacdo dos géneros.

As amostras selecionadas para analise através da leitura por ELISA
foram pesadas, para posterior adicao de PBS-T (phosphate buffered saline
pH 7,4 com 0,05% de tween 20). Para cada 0,1g de poeira foi adicionado
2ml de PBS-T. O material foi misturado no vortex e posteriormente colocado

no rotador, permanecendo overnight a 4°C, em rotacdo 40. Apds sair do
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rotador orbital, os tubos de ensaio foram centrifugados a 4°C por 20 minutos
em 2500 rotagdes por minuto. O sobrenadante foi entdo retirado e

armazenado a -20°C até analise laboratorial (Chapman MD 1995).

As amostras designadas para cultura para fungos, foram pesadas,
sendo seus conteudos diluidos em NaCL a 0,9% e semeados em placas de
agar Sabouraud (DIFCO/EUA). As placas foram incubadas a 25°C por 10
dias.

Os géneros dos fungos foram identificados pela observacao
macroscopica das colonias e pelas caracteristicas microscépicas das hifas,
determinadas pela técnica de Ridell. Quando nenhuma esporulagéo flungica
era detectada, as colbénias eram cultivadas em meios especiais, por
exemplo, agar batata. Caso nenhuma esporulacao fangica fosse identificada,
as colénias eram entao classificadas como Mycelia sterilia. O nimero de
unidades formadoras de coldnias (UFC) foi calculado como UFC/m® de ar ou
UFC/g de poeira. A analise dos fungos foi realizada no Laboratério de
Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sdo Paulo

(Lacaz 1998 e 2002).

I11.4 - Analise Laboratorial

O material obtido por aspiracdo e armazenado a -20°C foi analisado
quanto a sua composicdo através da leitura por ELISA, utilizando-se
anticorpos monoclonais /ndoor Biotechnologies, EUA. Foram dosados:

alérgenos do grupo 1 da espécie Dermatophagoides (Der p 1 and Der f 1),
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alérgeno de Blomia tropicalis Blo t 5, alérgeno de gato Fel d 1, alérgeno de
cao Can f 1, alérgenos de barata (Blatella germanica) Blag 1 and Blag 2 e
alérgenos dos fungos Alternaria (Alt a 1) e Aspergillus fumigatus (Asp f 1).
As andlises pelo método de ELISA foram realizadas conforme protocolo
fornecido pelos fabricantes, no Laboratério de Investigacdo Médica da
Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (LIM-60).

As placas de 96 pocos (Immulon II/EUA) foram sensibilizadas com 10
ul de anticorpo (anti-Der p TmAb 5H8 ou anti-Der f 1 mAb 6A8 ou anti- Fel d
1 mAb 6F9 ou anti-Can f 1 mAb 6E9 ou anti-Bla g 1 mAb 10A6 ou anti- Bla g
2mAb 7C11 ou anti-Asp f 1 mAb 4A6 ou anti-Alt a TmAb121) e 10ml de
tampao carbonato-bicarbonato 50mM, colocando-se 100wl em cada poco.
Para detecgao de Blo t 5, o protocolo recomendou o uso de 20ul de anti-Blo t
5mAb 4G9, para cada 10 ml de tampdo. As placas foram incubadas
overnight a 4°C. Na manha seguinte, lavou-se as placas 3 vezes com PBS-T
e acrescentou-se 100ul de 1% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma A-
703/EUA) PBS-T em cada poco. As placas foram incubadas por 30 minutos
a temperatura ambiente.

Nas filas A e B das placas foram feitas as curvas-padrdao. Nos pocos
A1 e B1 foram colocados 20ul de antigeno referéncia em 180ul de 1% BSA
PBS-T. Ap6s misturar bem, transferiu-se 100ul através da placa em 100ul de
1% BSA PBS-T para fazer uma diluicdo seriada. Essa diluicdo variou
conforme o antigeno analisado:

e 250 -0,5ng/ml para Der p1, Derf1,Blot5, Asp f 1
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20mU - 0,04mU para Fel d 1

5001U/ml — 11U/ml para Can f 1

1U/ml - 0,002 paraBlag1eBlag?2

100ng/ml — 0,2ng/ml para Alt a 1.

Os pocos A11, A12, B11 e B12 foram os brancos. Adicionou-se em
cada poc¢o da placa, 100ul das amostras de poeira diluidas em 1% BSA
PBS-T (1/5, 1/10, 1/20, 1/40 e 1/80). A placa foi incubada por 1 hora a
temperatura ambiente.

As placas foram lavadas novamente 3 vezes com PBS-T. Adicionou-
se 100wl da mistura de 10ml de 1% BSA PBS-T e 10ul de anticorpo (anti-
grupo 1 mAb 4C1 ou anti-Blo t 5mAb 4D9 ou anti-Fel d 1 mAb 3E4 ou anti-
Can f 1 ou anti Bla g 1 ou anti Bla g 2 ou anti-Asp f 1 ou anti-Alt a1 mAb 121)
em cada poco. Incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente. Lavou-se 3
vezes a placa com PBS-T e colocou-se 100ul da mistura de 10ml de 1%
BSA PBS-T e 10ul de streptavidin peroxidase (Sigma S5512/EUA) em cada
poco, para a deteccao de Derp 1, Derf1,Blot5, Feld 1 e Alt a 1. As placas
foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Para a deteccao
de Canf1, Aspf 1, Blag1eBlag 2 utilizou-se “peroxidase conjugada goat
anti-rabbit’ (Jackson Laboratories Cat/EUA) ao invés de streptavidin
peroxidase. Nesse caso, as placas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente.

Lavou-se a placa 5 vezes com PBS-T e adicionou-se 100ul da mistura
de 10ml ABTS (Sigma A1888/EUA) com 10ul H.O, em cada poco. A leitura

da placa foi feita quando a absorbancia (405nm) atingiu 2,0-2,4.
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Apos testar 12 amostras nas concentragdes 1/5 1/10, 1/20, 1/40 e
1/80, optamos por analisar as amostras restantes em duplicata, nas
seguintes concentracdes, dependendo dos resultados obtidos:
e 1/5paraDerp1,Derf1,Blot5, Feld1, Canf1;
e 1/10paraBlag1eAspf1

e 1/40Blag2eAltai.

l11.5 - Questionario ISAAC

Os alunos que freqlientavam as duas salas de aula estudadas (55 em
Sao Paulo e 143 em Atibaia) foram submetidos ao questionario ISAAC
padronizado e ja validado no Brasil (Solé et al 1998, Vanna et al 2001,
Yamada et al 2002). Este questionario é composto por um médulo central de
oito questbes sobre asma, seis questdes sobre rinite e sete questdes sobre
eczema (Anexo 2). Foi distribuido também um questionario complementar
sobre histéria pessoal e familiar de rinite, asma e eczema, presenca de
animais de estimacdo no domicilio, presenca de fumantes na residéncia,
acumulo de poeira, umidade e mofo em casa, além de dados sécio-

econdmicos como renda familiar e escolaridade da méae.
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I11.6 - Analise Estatistica

Foram calculadas as médias dos niveis de Der p 1, Der f 1, Blo t 5,
Canf1,Feld 1, Aspf 1, Alta 1, Blag 1, Bla g 2 encontrados nas amostras
de poeira dos 3 meses de cada estacdo do ano, considerando-se inclusive
as amostras negativas. Os valores obtidos foram representados em ug/g de
poeira. Em relacdo aos fungos, foram calculadas as médias das UFC/m?® de
ar ou UFC/g de poeira, obtidas em Sao Paulo e Atibaia, considerando-se
cada estacao do ano (média dos 3 meses) e cada local da sala de aula. A
analise estatistica foi conduzida utilizando-se o teste T-Student para
comparacdo das médias de diferentes populacdes. Para todos os testes,
adotou-se significancia estatistica de 5%.

As frequiéncias relativas das respostas aos questionarios das duas
escolas foram calculadas. O teste y? foi utilizado para avaliar a associacdo
entre a presenca de sintoma e a escola. O nivel de significancia utilizado foi

de 5%.
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IV - RESULTADOS

IV.1 - Parametros climaticos

A umidade relativa do ar dentro das salas de aula variou dependendo
da estacdo do ano (Figura 5). Atingiu as maiores médias no verao (61,7%
em Sao Paulo e 61,3% em Atibaia) e as menores no inverno (52,3% em Sao
Paulo e 53,3% em Atibaia). Ja a temperatura ambiente ndo mostrou variacao
significativa durante todo ano (Figura 6). A temperatura média anual em Sao

Paulo foi de 25,5°C (+1,8 °C) e 24,8 °C (+2,06°C) em Atibaia.

Figura 5 — Média dos niveis de umidade relativa encontrados nas salas de aula de

Sao Paulo e Atibaia, durante as quatro estacdes do ano. Valores expressos em %.
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Figura 6 — Média dos niveis de temperatura encontrados nas salas de aula de Sao Paulo e

Atibaia, durante as quatro estacdes do ano. Valores expressos em °C.

o
C Média dos niveis de temperatura em Sao Paulo e Atibaia durante as 4 estac6es do ano
O Sao Paulo
30 L
H Atibaia
25 -
20 ~
15
10 -
5 -
0
inverno primavera verao outono
Estacdes do ano

IV.2 - Alérgenos detectados por ELISA

Os alérgenos de &acaros ndo foram detectados na maioria das
amostras (76,84%) e somente 1,84% continham niveis maiores ou iguais a
2ug/g de poeira, valores considerados necessarios para a sensibilizacao. A
comparacao dos niveis de Dermatophagoides e Blomia tropicalis em Sao
Paulo e Atibaia ndo mostrou diferencga significativa.

A Figura 7 mostra a soma dos niveis de Derp 1, Derf1 e Blot5
detectados na escola de Sao Paulo e Atibaia durante cada estacdo do ano.
Considerando-se as duas escolas, as maiores quantidades de acaros foram

verificadas na primavera (p=0,035) e as menores, no outono (p=0,05).
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Figura 7 — Niveis de Der p 1, Der f 1 e Blo t 5 em ug/g de poeira, detectados em amostras

das salas de aula de Sao Paulo e Atibaia, durante as quatro estagdes do ano.
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As Figuras 8,9 e 10 indicam os niveis de Der p 1, Derf1 e Blot 5

detectados nas salas de aula de Sao Paulo e Atibaia, durante cada estacao

do ano. Os maiores niveis de Der p 1 foram observados durante a primavera

em Sao Paulo e Atibaia (p=0,014 e p=0,025 respectivamente) (Figura 8). Em

Atibaia, os valores mais altos de Der f 1 e Blot 5 foram encontrados na

primavera e verao (p=0,046 e 0,034 respectivamente) (Figuras 9 e 10). Na

escola de Sdo Paulo, a analise estatistica dos niveis de Der f 1 nao foi

possivel devido a baixa positividade das amostras. Em relacéo a Blo t 5, sua

avaliacao foi dificultada pela presenca de uma Unica amostra que atingiu

11,476 pg/g de poeira.

45




Figura 8 - Niveis de Der p 1 em pg/g de poeira, detectados em amostras das salas de aula

de Sao Paulo e Atibaia, durante as quatro estagdes do ano.
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Figura 9 - Niveis de Der f 1 em pg/g de poeira, detectados em amostras da sala de aula de

Sao Paulo e Atibaia, durante as quatro estagdes do ano.
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Figura 10 - Niveis de Blo t 5 em ug/g de poeira, detectados em amostras das salas de aula

de Sao Paulo e Atibaia, durante as quatro estagbes do ano.
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A Figura 11 representa as médias dos niveis de Der p 1, Der f 1 e Blo
t 5 encontrados nas quatro diferentes areas da sala de aula de Atibaia. As
maiores quantidades de alérgenos de acaros foram observadas préximo a
lousa (p=0,044). Na escola de Sao Paulo ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre os quatro pontos da sala de aula.
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Figura 11 - Média anual dos niveis de Der p 1, Der f 1 e Blo t 5 em ug/g de poeira,
detectados em amostras da sala de aula de Atibaia, considerando-se quatro areas

diferentes (janela, porta, lousa e centro).
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A quantidade de alérgenos animais (cao e gato) detectada foi muito
baixa na maioria das amostras. Os niveis de alérgenos de cao variaram de
nao detectaveis a 0,66 ug de Can f 1/ g de poeira. Ja os alérgenos de gato
atingiram 33,98ug de Fel d 1/g de poeira, apenas em uma amostra. As
outras amostras nao atingiram 2ug/g de poeira. Os valores mais altos de
Can f 1 foram encontrados em Sao Paulo (p=0,05) (Figura 12),
principalmente no centro da sala e junto a janela (p=0,049) (Figura 13). Nao
houve diferenca significativa entre os niveis de Fel d 1 em S&o Paulo e
Atibaia, porém Atibaia apresentou valores maiores durante outono e inverno

(p=0,04), quando comparados ao verao e primavera (Figura 14).
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Figura 12 - Niveis de alérgenos de cdo (Can f 1) em nug/g de poeira, detectados em

amostras das salas de aula de Sao Paulo e Atibaia, durante as quatro estagdes do ano .
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Figura 13 - Niveis de alérgenos de cdo (Can f 1) em nug/g de poeira, detectados em
amostras da sala de aula de Sdo Paulo, considerando-se quatro areas diferentes (janela,

porta, lousa e centro).
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Figura 14 - Média dos niveis de alérgenos de gato (Fel d 1) em pg/g de poeira, detectados
em amostras da sala de aula de Sao Paulo, considerando-se quatro areas diferentes

(janela, porta, lousa e centro).
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Os niveis de alérgenos de fungos foram muito baixos em todas as
amostras, sendo que Alt a 1 (Alternaria sp) foi indetectavel. J& Asp f 1
(Aspergillus fumigatus) variou de nao detectavel a 0,055ug/g de poeira,
atingindo valores maiores no outono e inverno na cidade de Sao Paulo
(p=0,012). Nao houve diferenga significante nos niveis de Asp f 1 nas quatro
diferentes regides da sala de aula (Figura 15).

Os alérgenos de barata (Bla g 1 e Bla g 2) nao foram detectaveis em

todas as amostras.
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Figura 15 - Média dos niveis de Asp f 1 em ug/g de poeira, detectados em amostras da sala

de aula de Sao Paulo e Atibaia, considerando-se as quatro estagdes do ano.
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IV.3 -Unidades formadoras de colonias de fungos na poeira e no

ar

Foram identificados 19 géneros diferentes de fungos nas amostras de
poeira e 25 géneros nas amostras coletadas com aparelho de Andersen.
Nas amostras de poeira, o género mais freqientemente isolado foi
Trichoderma, enquanto que nas amostras de ar foi Cladosporium, nas duas

cidades estudadas. (Tabela 1).
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Tabela 1 — Freqliéncia relativa dos géneros de fungos identificados nas amostras de poeira

e do ar em Sao Paulo e Atibaia. Em negrito os géneros mais encontrados em cada escola.

Sé&o Paulo Atibaia
Amostras de | Amostras de | Amostras de | Amostras de

poeira (%) ar(%) poeira (%) ar(%)
Cladosporium 16,09 37,20 10,23 51,34
Aspergillus 17,94 9,43 8,22 6,27
Penicillium 6,21 17,09 9,96 9,94
Epicoccum 0,76 1,55 4,06 2,60
Rhodotorula 0,66 1,04 0,43 1,20
Alternaria 0,31 2,38 6,85 3,87
Fusarium 8,27 2,80 14,94 4,41
Rhizopus 9,85 4,97 1,40 1,20
Mucor 1,84 0,73 8,13 0,27
Phoma 0,35 0,62 0,78 0,53
Monascus 3,41 0,83 10,05 0,60
Trichoderma 20,17 9,95 18,77 4,07
Aureobasidium 0,08 1,87 0,82 1,34
Neurospora 0,90 0,73 0 0,20
Circinella 0,18 0,10 1,25 0
Saccharomyces 0 0,73 0 0,53
Helminthosporum 0 0,21 0 0,60
Curvularia 0 0 0 0,07
Nigrosporum 0 0,73 0 0,93
Candida 0 0,31 0 0
Geotrichum 0 0,41 0 0,27
Cephalosporium 0 0,52 0 0,33
Trichosporum 0 0,73 0 0,13
Cryptococcus 0 0,10 0 0,07
Pestalocia 0 0 0 0,20
M. sterilia 12,96 4,98 4,11 9,01

52




1V.3.1 -Unidades formadoras de colonias de fungos na poeira

Considerando-se o total de esporos de fungos nas amostras de poeira
coletadas com aspirador, Sao Paulo apresentou os maiores niveis de UFC/g
de poeira (p=0,0327)(Figura 16). Além disso, os esporos de fungos

prevaleceram durante o verdo somente na escola de Sao Paulo (p=0,05).

Figura 16 — Niveis de UFC/g de poeira de todos os géneros de fungos coletados em Sao

Paulo e Atibaia,durante cada estagéo do ano
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Analisando-se as amostras de poeira das duas escolas juntas (Sao
Paulo e Atibaia), os maiores niveis de UFC/g de poeira foram detectados
préximo a lousa (p=0,05) (Figura 17). Na escola de Atibaia, o predominio de

esporos junto a lousa foi mais evidente (p=0,0397)(Figura 18).
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Figura 17 — Niveis de UFC/g de poeira de todos os géneros de fungos coletados em Sao

Paulo e Atibaia, considerando-se quatro regides da sala de aula (centro, janela, lousa e

porta).
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Figura 18 — Niveis de UFC/g de poeira de todos os géneros de fungos coletados em Atibaia,

considerando-se quatro regides da sala de aula (centro, janela, lousa e porta).
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Os géneros conhecidos como dominantes universais, tais como
Cladosporium, Aspergillus, Alternaria e Penicillium foram estudados
isoladamente. A maior incidéncia de Cladosporium e Aspergillus ocorreu em
Sao Paulo (p=0,022 e 0,014 respectivamente) (Figura 19 e 20). Em relacao
aos demais géneros (Alternaria e Penicillium), ndo houve diferenga
estatisticamente significante (Figuras 21 e 22).

Avaliando-se a incidéncia dos fungos dominantes universais durante
cada estacao do ano, observaram-se maiores niveis de Aspergillus no verao
na escola de Sao Paulo (p=0,035) (Figura 20). O género Penicillium mostrou
uma tendéncia de ser mais prevalente no verao e outono, nas duas escolas
juntas (p=0,061). Cladosporium e Alternaria nao apresentaram diferencas

estatisticamente significantes.

Figura 19 — Niveis de Cladosporium em UFC/g de poeira coletada em Sao Paulo e Atibaia

durante as quatro estagdes do ano.
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Figura 20 — Niveis de Aspergillus em UFC/g de poeira coletada em Sao Paulo e Atibaia

durante as 4 estagdes do ano.

Niveis de Aspergillus em UFC/g de poeira em Sao Paulo e Atibaia nas 4 estagdes do ano

400

*p=0,014

350 -

%007 *p=0,035

250 -

0OSao Paulo
B Atibaia

UFC/g de poeira
n
o
o

150 A

100

50 4

1 e o | em e

Inverno Primavera Verao Outono Total
Estacoes do ano

Figura 21 — Niveis de Penicillium em UFC/g de poeira coletada em S&o Paulo e Atibaia nas

4 estacoes do ano.
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Figura 22 — Niveis de Alternaria em UFC/g de poeira coletada em Sao Paulo e Atibaia nas 4

estagdes do ano.
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Nas amostras de poeira coletadas com aspirador, destacaram-se
ainda os géneros Trichoderma e Fusarium nas duas escolas, Rhizopus em
Sao Paulo e Monascus em Atibaia. O género Trichoderma foi mais incidente
na escola de Sao Paulo (p=0,0077) e os maiores niveis de UFC/g de poeira
naquela escola, ocorreram no verdo (p=0,037)(Figuras 23). O género
Fusarium nao apresentou diferenca estatisticamente significante entre as
duas escolas, entretanto, os maiores niveis de UFC/g de poeira foram

detectados durante o inverno nas duas cidades (p=0,046)(Figura 24).
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Figura 23 — Niveis de Trichoderma em UFC/g de poeira coletada em Sdo Paulo e Atibaia

durante as quatro estagdes do ano.
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Figura 24— Niveis de Fusarium em UFC/g de poeira coletada em S&do Paulo e Atibaia

durante as quatro esta¢des do ano.
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1V.3.2 -Unidades formadoras de coldnias de fungos no ar

Avaliando-se o total de esporos de fungos obtidos com aparelho de
Andersen, ndo houve diferencga estatisticamente significante entre as escolas
de Atibaia e Sao Paulo (Figura 25). A comparacao das quatro estacdes do

ano também néo revelou resultados significativos.

Figura 25— Niveis de UFC/m® de ar de todos os géneros de fungos coletados em S&o Paulo

e Atibaia, durante as quatro esta¢des do ano.
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A analise de cada género dominante universal isoladamente mostrou
poucas diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de UFC/m?®
de ar coletados em Sao Paulo e Atibaia. Contudo, Cladosporium e Alternaria

apresentaram maiores niveis em Atibaia (p=0,064 e 0,001 respectivamente)
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(Figuras 25 e 28), enquanto que esporos de Penicilllum foram mais

evidentes em S&o Paulo (p=0,057) (Figura 27).
Figura 25 — Niveis de Cladosporium em UFC/m® de ar coletado em Sao Paulo e Atibaia nas

quatro estagdes do ano.
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Figura 26 — Niveis de Aspergillus em UFC/m® de ar coletado em Sdo Paulo e Atibaia

durante as quatro esta¢des do ano.
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Figura 27 — Niveis de Penicillium em UFC/m® de ar coletado em Sao Paulo e Atibaia

durante as quatro esta¢des do ano
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Figura 28 — Niveis de Alternaria em UFC/m® de ar coletado em Sao Paulo e Atibaia durante

as quatro estagdes do ano.
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Avaliando-se a incidéncia dos fungos dominantes universais durante
cada estacdo do ano, encontramos poucas diferencas estatisticamente
significantes. Os niveis mais altos de UFC/m® de ar de Cladosporium foram
detectados durante o outono e inverno em Sao Paulo e Atibaia (p=0,061 e
0,057, respectivamente) (Figura 25). Nas amostras de ar, os niveis de
Aspergillus foram maiores durante inverno e verdo, considerando-se as duas
cidades (p=0,0074) (Figura 26). Os maiores valores de UFC/m® de ar de
Alternaria foram encontrados durante a primavera e inverno em Atibaia
(p=0,05) e Sao Paulo (p=0,061) (Figura 28). J& 0 numero de esporos de
Penicillium foi maior durante inverno e verdo nas duas cidades (p=0,0225)

(Figura 27).

IV.4 - Questionario ISAAC

O indice de retorno dos questionarios foi de 95,3% (n=143) em Atibaia
e 97,5% (n=55) em Sao Paulo. Em Atibaia, os alunos da sala de aula
estudada tinham média de idade de 12,7 anos, e em Séo Paulo 12,6 anos. A
maioria dos alunos era do sexo feminino (63,6% em Atibaia e 54,5% em Sao
Paulo). Nao houve diferencas em relacdo ao nivel sbécio-econémico
(p=0,426) e escolaridade da mae (p=0,926).

As criancas de Atibaia apresentavam mais sintomas nasais quando
nao estavam resfriados, do que os alunos de Sao Paulo. Além disso, a
presenga de sintomas oculares associados a sintomas nasais, foram mais

prevalentes em Atibaia. Esta questao permite detectar atopia em individuos
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com rinite. N&o houve diferenca significante nas demais questdes avaliadas
nesse médulo, bem como nos mddulos de asma e eczema.

Em relacdo a histéria familiar de atopia, em Atibaia ndo houve
diferenca significativa entre as duas escolas no que se refere aos
antecedentes familiares de rinite, asma e eczema.

Com base nas informacdes colhidas no questionario sobre as
condigcdes de moradia, observou-se que os alunos de Atibaia relatavam
maior presenga de caes em casa. Nao houve diferenca significativa em
relacdo ao contato com fumaca de cigarro, poeira, umidade, mofo e

presenca de gatos no domicilio (Tabela 2).

Tabela 2 — Respostas ao questionario dos grupos estudados: antecedentes pessoais e
familiares de alergia, condicbes do ambiente domiciliar (tabagismo, presenca de cées e

gatos, acumulo de poeira e mofo).

Variavel Atibaia (n=143) | Séo Paulo | Teste y?
(n=55)

Sibilos na vida

Sim 70 (49,0%) 21 (38,2%) p=0,23

Nao 73 (51,0%) 34 (61,8%)

Sibilos 12 meses

Sim 39 (27,3%) 8 (14,5%) p= 0,064

Nao 104 (72,7%) 47 (85,5%)

Sibilos 12m x sono

Sim 30 (21,0%) 6 (10,9%) p=0,1485

Nao 113 (79,0%) 49 (89,1%)

Sibilos x palavras

Sim 10 (7,0%) 2 (3,6%) p=0,5162

Nao 133 (93%) 53 (96,4%)
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Asma

Sim 19 (13,3%) 5(9,1%) p=0,4772
Nao 124 (86,7%) 50 (90,9%)

Sibilos x Exercicios

Sim 44 (30,8%) 12 (21,8%) p=0,224
Nao 99 (69,2%) 43 (78,2%)

Tosse seca

Sim 65 (45,5%) 21 (38,2%) p= 0,4445
Nao 78 (54,5%) 34 (61,8%)

S. nasais na vida

Sim 69 (48,3%) 21 (38,2%) p=0,2647
Nao 74 (51,7%) 34 (61,8%)

S. nasais 12 meses

Sim 47 (32,9%) 9 (16,4%) p=0,0224
Nao 96 (67,1%) 46 (83,6%)

S. nasais e oculares

Sim 34 (23,8%) 5 (10%) p= 0,0269
Nao 109 (76,2%) 50 (90%)

S. nasais/atividades

Sim 35 (24,5%) 7 (12,7%) p= 0,114
Nao 108 (75,5%) 48 (87,3%)

Rinite

Sim 35 (24,5%) 17 (30,9%) p=0,3714
Nao 108 (75,5%) 38 (69,1%)

Prurido na vida

Sim 28 (19,6%) 7 (12,7%) p=0,3035
Nao 115 (80,4%) 48 (87,3%)

Prurido 12 meses

Sim 16 (11,2%) 2 (3,6%) p=0,1645
Nao 127 (88,8%) 53 (96,4%)

Prurido x Dobras

Sim 9 (6,3%) 3 (5,5%) p=1000,0
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Nao

134 (93,7%)

52 (94,5%)

Prurido x sono

Sim 8 (5,6%) 2 (3,6%) p= 0,7293
Nao 135 (94,4%) 53 (96,4%)

Eczema

Sim 18 (12,6%) 4 (7,3%) p= 0,4485
Nao 125 (87,4%) 51 (92,7%)

Mae com Asma

Sim 15 (10,5%) 3 (5,5%) p=0,4084
Nao 128 (89,5%) 52 (94,5%)

Mae com Bronquite

Sim 46 (32,2%) 15 (27,3%) p=0,6068
Nao 97 (67,8%) 40 (72,7%)

Mae com Rinite

Sim 28 (19,6%) 9 (16,4%) p=0,6872
Nao 115 (80,4%) 46 (83,6%)

Mé&e com eczema

Sim 14 (9,8%) 2 (3,6%) p=0,2436
Nao 129 (90,2%) 53 (96,4%)

Pai com asma

Sim 10 (7,0%) 3 (5,5%) p=10000,
Nao 133 (93%) 52 (94,5%)

Pai com bronquite

Sim 21 (14,7%) 7(12,7%) p=0,8227
Nao 122 (85,3%) 48 (87,3%)

Pai com rinite

Sim 26 (18,2%) 7 (12,7%) p=0,4027
Nao 117 (81,8%) 48 (87,3%)

Pai com eczema

Sim 7 (4,9%) 1(1,8%) p= 0,4477
Nao 136 (95,1%) 54 (98,2%)

Irmao com asma
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Sim 11 (7,7%) 2 (3,9%) p=0,5198
Nao 124 (86,7%) 49 (89,1%)

Irmao com

bronquite 53 (37,1%) 16 (31,4%) p=0,3955
Sim 82 (57,3%) 35 (63,6%)

N&ao

Irm&o com rinite

Sim 26 (18,2%) 12 (23,5%) p=0,5440
Nao 109 (76,2%) 39 (70,9%)

Irmao com eczema

Sim 7(4,9%) 3 (5,9%) p=10000,
Nao 128 (89,5%) 48 (87,3%)

Fumantes em casa

Sim 74 (51,7%) 32 (58,2%) p=0,4276
Nao 69 (48,3%) 23 (41,8%)

Cées em casa

Sim 103 (72,0%) 25 (45,5%) p=0,0008
Nao 40 (28,0%) 30 (54,5%)

Gatos em casa

Sim 44 (30,8%) 13 (23,6%) p=0,3826
Nao 99 (69,2%) 42 (76,4%)

Poeira em casa

Sim 88 (61,5%) 29 (52,7%) p= 0,330
Nao 55 (38,5%) 26 (47,3%)

Mofo em casa

Sim 16 (11,2%) 5(9,1%) p=0,7990
Nao 127 (88,8%) 50 (90,9%)

Umidade em casa

Sim 23 (16,1%) 5(9,1%) p=0,2586
Nao 120 (83,9%) 50 (90,9%)
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V — DISCUSSAO

V.1 - Parametros ambientais

Durante todo o estudo houve pouca variacdo de temperatura e
umidade relativa do ar, independente da estacdo do ano. Sabe-se que, no
Brasil, as estacdes sdo pouco definidas e o periodo do dia escolhido (entre
12 e 13 horas) para a coleta do material costuma ser quente mesmo no
inverno. Isto interfere muito na realizagcao de estudos sobre sazonalidade no
pais. Segundo a CETESB (2007), o clima do estado de Sao Paulo pode ser
dividido em duas estagdes: chuvosa, que compreende o periodo de outubro
a abril e outra seca de maio a setembro. A temperatura média anual é de
19,3°C e a umidade relativa média de 78%.

A umidade relativa e a temperatura ambiente s&o fatores
fundamentais para a sobrevivéncia dos acaros da poeira doméstica e dos
fungos. Os acaros sao capazes de extrair quantidades suficientes de agua
do meio ambiente, desde que existam condicdoes adequadas de umidade
relativa. A manutengdo da umidade relativa abaixo de 50% diariamente, por
2 a 6 dias, previne o crescimento acarino. Arlian et al (2001) mostraram que
a manutengdo da umidade relativa abaixo de 51% em climas temperados
reduziu significativamente os niveis de alérgenos de &caros.

Tranter (2005) revendo trabalhos realizados com poeira coletadas em

escolas, mostrou que os acaros necessitam de umidade relativa acima de
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45% a temperatura ambiente. Bates e Mahaffy (1999) verificaram que salas
de aula com umidade relativa entre 69 e 80% tinham concentracbes de
acaros >1ug/g de poeira, enquanto que salas com umidade relativa entre 51
e 64% apresentavam niveis por volta de 0,1ug/g de poeira. No presente
estudo, encontramos baixos niveis de alérgenos de acaros na poeira, onde a
umidade relativa variou entre 52 a 62%.

A maioria dos fungos necessita de umidade relativa acima de 65%
para seu crescimento, frutificagdo e liberacdo de esporos. Entretanto muitas
espécies sao capazes de sobreviver por tempo prolongado em condi¢des de
seca. Os niveis de umidade relativa obtidos nas salas de aula estudadas nao

atingiram 65%, e mesmo assim foram identificados 25 géneros de fungos.

V.2 - Horario das coletas

Diferentes alérgenos tém propriedades fisicas diferentes. Assim,
enquanto Der p 1 e Der f 1 sdo particulas maiores (> 10nm), depositando-se
no chdo em 20 a 30 minutos (caso ndo haja movimentacéo do ar); Fel d 1
compreende particulas menores (<2nm), permanecendo em sSuspensao no
ar por longos periodos de tempo. Desta forma, talvez o horario ideal para
coleta das amostras fosse as segundas-feiras, antes do inicio das aulas, as
7 horas da manha, o que impediria a suspensao das particulas pela
movimentacao das criancas na sala de aula. Conforme proposta inicial do

projeto, ndo avaliamos particulas em suspensao, apenas poeira depositada
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nos pisos. A utilizacao de air samplers para analise destas particulas poderia
revelar uma exposicao alergénica mais importante nessas escolas.

Por outro lado, em relagao aos fungos, Nussbaum (1991) e Al-Subai
(2002) demonstraram que ao meio dia a esporulacdo € maxima, diminuindo
gradativamente durante a tarde e atingindo o minimo a noite e inicio da
manha. De um modo geral, o periodo da manha é o menos indicado para a

coleta de fungos anemdfilos.

V.3 - Localizacao e limpeza das salas de aula

Em Atibaia, a sala de aula estudada localizava-se no piso térreo,
enquanto em Sao Paulo, a sala de aula situava-se no primeiro andar da
escola. Einarsson et al (1995) observaram maiores niveis de acaros nos
pisos térreos, quando comparados aos pisos superiores, provavelmente por
infiltracbes de umidade pelo solo. Em nosso trabalho houve poucas
diferengas nos niveis de acaros e fungos nas duas escolas.

Sabe-se que a melhor maneira de limpar os pisos de ceramica,
reduzindo os niveis de aeroalérgenos, seria com pano Umido ou lavagem.
Além disso, carteiras, mesas e outras superficies da mobilia ndo deveriam
ser negligenciadas durante a rotina de limpeza. Nas duas escolas, a limpeza
era feita 3 vezes ao dia, varrendo-se apenas a poeira do chdo. Mesmo
assim, foram detectados baixos niveis de aeroalérgenos nos pisos. Nao

foram feitas coletas nas carteiras e mesas.
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Einarsson et al (1995) encontraram niveis significativamente baixos
de acaros nas escolas que espanavam cadeiras uma vez por semana,
varriam o0s pisos trés vezes por semana e limpavam as mesas com pano
Umido uma vez por semana. Segundo Smedje (2002) a freqiiéncia da
limpeza é fundamental. Salas de aulas limpas 4 vezes ao dia comparadas
com salas limpas uma vez ao dia tiveram redugao dos niveis de alérgenos

em 60 a 70%.

V.4 - Identificacao de alérgenos de acaros (Der p1, Der f1 e Blo t5)

Os resultados revelaram que os pisos das escolas publicas estaduais
estudadas nao representam fonte importante de exposicao a acaros. Estes
achados sao consistentes com outros estudos, que mostraram baixos niveis
de alérgenos de acaros em escolas, mesmo com carpetes (Dybendal et al
1992; Dotterud LK et al 1997, Perzanowsky M et al 1999). Esta bem
estabelecido que superficies duras como chao de vinil sem carpetes nao
suportam grande crescimento acarino. Rullo et al (2002) observaram baixos
niveis de alérgenos de acaros na poeira das escolas de Sao Paulo,
enquanto que as creches e pré-escolas apresentaram niveis mais altos,
provavelmente pela presenca de colchdes. Nao existem outros trabalhos
nacionais publicados sobre pesquisa de alérgenos de acaros em escolas.

Os moveis (carteiras, mesas, estantes) presentes nas salas de aula
podem reter particulas alergénicas, além de facilitar o crescimento de

acaros, fornecendo calor, umidade e nutrientes. Munir et al (1993) e
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Einarsson et al (1995) relataram niveis mais altos de alérgenos animais (Fel
d 1 e Can f 1) e de acaros domésticos (Der p 1 e Der f 1) nas carteiras,
mesas e cortinas, quando comparados ao piso. Uma limitacdo de nosso
estudo foi a falta de avaliacdo dos niveis de alérgenos da poeira depositada
na mobilia.

Nao houve diferenca entre os niveis de alérgenos de acaros coletados
nas duas escolas situadas em cidades com diferentes graus de poluicdo
atmosférica. Os maiores niveis de alérgenos de acaros foram detectados na
primavera e verdo. Este resultado difere de estudos internacionais que
mostraram valores mais altos no outono (Platts-Mills et al 1987, Chew et al
1999, Miyazawa et al 1996, Linter et al 1993, Peterson et al 1999).
Entretanto, a maioria dos estudos foi realizada em paises de clima
temperado, aonde a temperatura média anual é proxima dos 15°C e a
umidade relativa varia conforme a localizacao estudada.

A deteccao de maiores niveis de alérgenos de acaros préximo a lousa
pode ser explicada pela presenca de uma lata de lixo neste local. Durante a
limpeza das salas, a poeira era varrida do fundo da sala de aula para a
lousa, onde era recolhida com uma pa. Tal pratica poderia acumular

quantidade maior de acaros nesta regiao.
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V.5 - Identificacao de alérgenos animais (Fel d 1 e Can f 1)

As duas escolas apresentaram niveis muito baixos de alérgenos
animais, mas Sao Paulo superou os niveis de Can f 1 encontrados em
Atibaia. Trata-se de um resultado interessante, uma vez que 72,03% das
criancas de Atibaia referiram a presenca de cédes em casa, enquanto
somente 455% das criancas de Sao Paulo moravam com caes.
Provavelmente o estilo de vida das populagdes rural e urbana, assim como o
habito de manter os cées dentro de casa devam ser diferentes.

Foram detectados niveis mais altos de Fel d 1 no outono e inverno,
assim como encontrados em outro estudo realizado em Detroit (Peterson et
al 1999). Por outro lado, Chew et al (1999) descreveram maior prevaléncia
no outono e primavera.

Vérios autores demonstraram altos niveis de Fel d 1 e Can f 1 nas
escolas em muitos paises, resultado da transferéncia passiva desses
alérgenos pelas roupas dos alunos e professores (Dybendal et al 1992,
Dotterud et al 1997, Perzanovsky et al 1999, Munir et al 1993, Almquist et al
1999). Em geral, a presenca de muitos donos de gatos (>20%) nas classes
esta relacionada a maiores concentracoes de Fel d 1 na poeira (Tranter et al
2005). Apesar da sala de aula de Atibaia conter 30,8% de criancas com
gatos em casa, comparada a 20,5% em Sao Paulo, os niveis de Fel d 1

obtidos foram muito baixos nas duas classes.
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Em nosso estudo foram coletadas apenas amostras de poeira do
chao. Contudo alguns autores, como Perzanowski et al (1999), observaram
quantidades significativas de alérgenos animais nas carteiras e mesas.

Os alérgenos animais sao particulas pequenas, que permanecem
suspensas no ar por muitas horas, permitindo a remogao através de
ventilacdo. Além disso, a movimentagao dos alunos na sala durante as
aulas, suspende as particulas previamente depositadas na poeira. Como as
coletas foram realizadas logo apdés a saida dos alunos da manha,
provavelmente ndo houve tempo suficiente para que as particulas de
alérgenos animais se depositassem no chao, o que pode ter influenciado os

resultados obtidos.

V.6 - Identificacao de alérgenos de barata (Bla g 1, Bla g 2)

Os alérgenos de barata ndo foram detectados nas amostras
coletadas. Como a barata se move rapidamente, seus alérgenos se
espalham através da casa, cama e cozinha. Concentram-se em lugares
escondidos atras de moveis, dentro de pequenos espagos e buracos nas
paredes e no chao, criando um reservatério Unico, muitas vezes de dificil
acesso (Eggleston 2005). As duas escolas referiram “dedetizagcdo” duas
vezes por ano, o que poderia reduzir a exposicao alergénica de 3 a 6 meses.

Varios estudos demonstraram altos niveis de alérgenos de barata em
escolas (Rullo et al 2002, Perzanovsky et al 1999, Sarpong et al 1997). Esta

bem estabelecido que tais alérgenos sdo mais prevalentes em locais aonde
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existam restos alimentares. Neste estudo, todas as amostras foram
coletadas nas salas de aula, onde as criancas séo proibidas de comer. Nao
foram feitas coletas nos refeitérios situados proximo a cozinha. Esta pratica
pode reduzir os restos alimentares dentro das classes. Além disso, a
utilizacdo de anticorpos monoclonais para deteccdao de alérgenos de
Periplaneta americana, poderia revelar resultados diferentes, uma vez que

se trata de uma espécie de barata muito freqliente em nosso meio.

V.7 - Identificacao de alérgenos de fungos (Asp f 1, Alta 1)

Os niveis de alérgenos de fungos foram muito baixos em todas as
amostras. A deteccdo destes alérgenos através de ELISA ndo é
recomendada, uma vez que existem poucos anticorpos disponiveis
comercialmente para uma pequena variedade de fungos. A melhor maneira
de avaliar a presenca de fungos no ambiente é através da coleta de
amostras do ar e de superficie com posterior cultura para fungos, o que
possibilita a identificacdo de mais de sessenta espécies (Burge et al 2002,

Portnoy et al 2004).
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V.8 - Unidades formadoras de colonias na poeira e no ar

O papel dos fungos anemoéfilos nas doencas respiratérias alérgicas
permanece incerto. Varios autores associaram a presenca de umidade em
casa e no trabalho com o desenvolvimento de sintomas respiratérios, como
epistaxe, congestdo nasal, tosse, cefaléia e irritacdo ocular. Entretanto,
estabelecer uma relacéo de causa e efeito torna-se bastante dificil, uma vez
que existem varios outros poluentes no ambiente interno, incluindo
aeroalérgenos (acaros, epitélios de caes, gatos e baratas), componentes
organicos volateis, gases combustiveis, dioxido sulfurico, diéxido de
nitrogénio, diéxido de carbono, ozénio, formaldeido, fumaca de cigarro, e
outros (Mahmoudi et al 2000, Dharmage et al 2001, Kilpelainen et al 2001).

Nao existe uma metodologia padronizada para a coleta dos fungos.
Diversos autores tém ressaltado a importancia em se coletar fungos
utilizando aparelhos como o0 de Andersen, que capturam esporos
ativamente. Mas esta técnica fornece informacdes incompletas, ja que
alguns esporos de fungos se depositam no chéo e, conseqientemente nao
sdo aspirados pelo aparelho. Para reduzir as chances de erro, optou-se pela
utilizagdo do aparelho de Andersen, associado a coleta de amostras da
superficie do chao com aspirador de pé.

As duas escolas estudadas ndo apresentavam sinais de umidade nas
salas de aula, como odor ou infiltracées nas paredes. Contudo, Galvao et al
(2002) mostraram uma alta prevaléncia de sensibilizacdo pelo Aspergillus

fumigatus (37,5%) e Penicillium notatum (25%) em escolares que
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freqientavam a mesma escola de Sao Paulo, por nés avaliada. Esta alta
taxa de sensibilizacdo poderia, ao menos hipoteticamente, refletir uma maior
exposicao a fungos nesta escola.

No presente estudo, constatou-se o maior nimero de UFC/g de poeira
na escola de Sao Paulo, enquanto que nas amostras de ar ndao houve
diferenca estatisticamente significante. O predominio de fungos em Sao
Paulo difere de Buck e Gambale (1985), que encontraram menos fungos nas
areas urbanas mais densamente povoadas em Presidente Prudente no
interior do estado de Sao Paulo. Silva (2004) também observou menor indice
de captura de esporos no centro de Botucatu, também no interior do estado
de Sao Paulo, quando comparado aos limites da cidade, junto a pastos,
plantacées e mata nativa. Por outro lado, nosso estudo foi realizado em uma
Unica sala de aula em cada escola, sempre no ambiente interno.

Apesar de ndo mostrar sinais visiveis de umidade nas paredes da
classe, a estrutura fisica da escola interfere na presenca de fungos, ndo se
podendo entretanto, expandir os resultados para a cidade de Sao Paulo ou
Atibaia. Sao necessarios outros estudos em diversos locais das duas
cidades para confirmar os resultados acima descritos.

Tanto em Sao Paulo como em Atibaia destacaram-se os fungos
“dominantes universais”, ou seja, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium e
Alternaria, concordando com outros trabalhos realizados no Brasil (Alecrim
et al 1958, Buck et al 1985, Gambale et al 1977, Faria et al 1967, Lacaz et al

1963, Lima et al 1963, Machado et al 1980, Mendes et al 1952, Silva 2004).
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O fungo predominante nas amostras de ar coletadas com aparelho de
Andersen nas duas escolas foi Cladosporium, coincidindo com outras
cidades brasileiras (Buck et 1985, Gambale et al 1977, Faria et al 1967,
Mendes et al 1952, Silva 2004, Fiorini et al 1985). Em Sao Paulo, os géneros
Aspergillus e Penicillium apresentaram uma freqUéncia relativa importante
(9,43% e 17,09% respectivamente). Outros trabalhos realizados no estado
de S&o Paulo apresentaram alta prevaléncia de Aspergillus e Penicillium no
ar (Buck et al 1985, Gambale et al 1977, Mendes et al 1952, Silva 2004,
Pinheiro et al 1966, Purchio et al 1984).

Existem poucos estudos na literatura com identificacdo de fungos
depositados na poeira, sendo que até o momento, nao foram publicados
trabalhos realizados em cidades brasileiras. Horner et al (2004) avaliaram
casas sem sinais visiveis de umidade, tendo identificado os seguintes
géneros na poeira depositada: Cladosporium, Penicillium, Aspergillus,
Aureobasidium, Epicoccum, Alternaria Rhodotorula e Trichoderma.
Dharmage et al (2001) também encontraram maiores niveis de
Cladosporium e Penicillium.

Chew et al (2003) descreveram que as populacdes de fungos no ar e
na poeira sao diferentes, devendo ser analisadas em conjunto. Sugeriram
ainda que a analise da poeira possa representar a exposi¢cao por um periodo
mais longo de tempo, sendo composta por esporos que se depositaram apés
um periodo no ar. Entretanto, os géneros identificados foram os “dominantes
universais”, tanto no ar como na poeira. Vésper et al (2006) compararam as

espécies de fungos encontradas nas residéncias de pacientes asmaticos e
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controles. As espécies Scopularopsis brevicaulis, Trichoderma viride,
Penicillium crustosum, Stachybotrys chartarum e Wallemia sebi foram mais
prevalentes nas casas dos asmaticos, com sinais de umidade, enquanto
Alternaria alternata, Cladosporium cladosperioides e Epicoccum nigrum

tiveram menor concentracdes, nessas residéncias.

Nas amostras de poeira coletadas com aspirador, o fungo
predominante foi Trichoderma, nas duas escolas. Destacam-se ainda em
Sao Paulo os géneros Cladosporium e Aspergillus e em Atibaia,

Cladosporium, Monascus e Fusarium.

O género Trichoderma possui uma distribuicdo bastante ampla,
ocorrendo no mundo inteiro, em quase todos os tipos de solo e outros
habitats naturais, especialmente naqueles que contém matéria organica.
Trata-se de um micoparasita necrotréfico, sendo utilizado no controle de
inimeros fungos fitopatogénicos, gracas a producdo de enzimas liticas
extracelulares como celulase, quitinases e proteases (Adell 2002).0 género
Fusarium é uma causa comum de contaminacdo de solos e plantas,
podendo ocasionar doencas respiratérias ou cutaneas em pacientes
imunocomprometidos. Nos climas temperados, a maior quantidade de
esporos é encontrada durante o verao e outono, logo ap6s as chuvas (Raad
2002). Em nosso estudo, os maiores niveis ocorreram durante o inverno.

Os maiores niveis de UFC/g de poeira foram observados junto a lousa

somente em Atibaia. Apesar de néo existir uma explicacdo para este fato,
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vale lembrar que os maiores niveis de alérgenos de acaros (Der p 1, Der f 1
e Blo t 5), também foram detectados junto a lousa nesta sala de aula.

A maioria dos fungos tem um padrao sazonal de esporulacdo, embora
nao exista uma “estacao fungica” bem definida (Salvaggio et al 1981). Os
géneros Penicillium e Aspergillus mostraram-se mais prevalentes no ar
durante o inverno e verdo nas duas escolas estudadas. Mezzari et al (2002)
encontraram maiores niveis de fungos no verdao. Contudo, a maioria dos
autores brasileiros observou predominio de fungos no outono e inverno

(Gambale et al 1977, Purchio 1984, Silva 2004, Passarelli 1952).

V.9 - Respostas ao questionario escrito ISAAC

Diferente do que se imaginava inicialmente, as criancas da escola de
Atibaia relataram mais sintomas de rinite do que as criancas de Sao Paulo.
Além disso, mostraram uma tendéncia em apresentar mais sintomas
pulmonares nos ultimos 12 meses, sem atingir valores estatisticamente
significantes. Galvao (2002), estudando criancas que freqlentavam as
mesmas escolas por nés avaliadas, ndo encontrou diferenga significativa
entre os antecedentes pessoais e familiares de atopia.

No Brasil, a utilizacdo do questionario escrito padronizado ISAAC fase 1
revelou a prevaléncia de asma variando de 2,3 a 46,9%, rinite de 11,3 a
68,2% e eczema de 0,2 a 14%, dependendo da cidade estudada (Solé et al

1998, Vanna et al 2001, Yamada et al 2002).
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Solé et al (2006) reavaliaram a prevaléncia da atopia em escolares da
cidade de Sdo Paulo com idades entre 13 e 14 anos, nos anos de 2001 a
2003. A prevaléncia de sintomas de asma foi de: “sibilos alguma vez na vida”
(44,6%), “sibilos atrapalhando o sono” (10,1%), “sibilos dificultando a fala”
(2,9%), “diagnéstico de asma” (10,4%) e tosse noturna (33,3%). Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos em nosso estudo, nas criangas da
escola de Sao Paulo. Contudo, se considerarmos a questao sobre “sibilos
nos ultimos 12 meses” nosso estudo mostrou prevaléncia menor (14,5%
contra 23,3%).

A presenca de sintomas nasais na escola de Sdo Paulo em nosso estudo
foi baixa (16,4% “nos ultimos 12 meses”), se comparados ao estudo de Solé
et al (41,4% “alguma vez na vida’e 27,4% “nos ultimos 12 meses”). Ja a
presenca de sintomas nasais e oculares e o diagnéstico de rinite foram
préximos (14,1% e 30,9% respectivamente em nosso estudo, contra 12,2% e
32,2%).

Magalhaes-Rios et al (2004) avaliaram os sintomas de asma de duas
regides do Rio de Janeiro, com diferentes graus de poluicdo e concluiram
que a prevaléncia de asma é maior nas cidades poluidas. Maia et al (2004)
analisaram a prevaléncia de asma em escolares, segundo a localizacao das
escolas (zona rural e urbana) de Montes Claros, Minas Gerais. Observaram
que a presenca de “sibilos alguma vez na vida”, “sibilos nos ultimos 12
meses” e “tosse seca noturna” foi maior na zona urbana.

Nao se conhece exatamente qual a extensao da polinose em nosso pais,

uma vez que nas Uultimas décadas era considerada rara ou mesmo
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inexistente. No Brasil, o Lolium multiflorum é a principal graminea causadora
de alergias respiratorias. Vieira et al (2005), empregando o questionario
ISAAC modificado e validado em Curitiba, estimaram a prevaléncia da
polinose em 22,1% e 14,1% em universitarios de Caxias do Sul e Santo
Angelo. Acredita-se que a polinizagdo na cidade de Sdo Paulo seja muito
baixa (Taketomi et al2006). Entretanto, ndo existem estudos recentes
realizados em cidades do estado de Sao Paulo. Sendo assim, estes
aeroalérgenos nao deveriam ser negligenciados, podendo ser responsaveis
por boa parte dos sintomas respiratérios referidos pelas criangas na escola
de Atibaia.

Vale ressaltar que nosso resultado abrange apenas os alunos que
freqientavam as duas salas de aula estudadas, ou seja, um numero muito
pequeno, que nao revela a prevaléncia de sintomas de atopia nas escolas
de Sao Paulo e Atibaia. Além disso, a exposicao domiciliar e em outros
ambientes freqlientados no dia-a-dia das criancas é fundamental para a

sensibilizagdo do individuo, o que nao foi avaliado neste estudo.
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VI - CONCLUSOES

De maneira geral, os pisos € o ar das escolas publicas estaduais
estudadas nao representaram fonte importante de exposicdo a

aeroalérgenos, independente da presenca de poluicao atmosférica.

VI.1 - Estudo dos aeroalérgenos na poeira:

VI.1.1 - Os pisos das escolas estaduais estudadas apresentaram
baixos niveis de alérgenos (Derp 1, Derf1,Blot5, Feld 1, Can f
1, Aspfi1,Altai, Blag1, Blag?2)durante o ano todo.

VI.1.2 - Os maiores niveis de alérgenos de acaros foram
encontrados durante a primavera, considerando-se as duas
escolas estudadas.

VI.1.3 - Na escola de Atibaia, os maiores valores de alérgenos de
acaros foram detectados préximo a lousa.

VI,1.4 - Os alérgenos de caes (Can f 1) atingiram maiores niveis

em Sao Paulo.
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VI.2 - Estudo da microbiota fungica

VI.2.1 - A microbiota fungica na poeira e no ar é diferente.

VI.2.2 — O género Cladosporium foi o mais prevalente no ar das
duas escolas. Destacaram-se ainda Penicillium e Aspergillus.
V1.2.3 - Nos pisos das duas escolas Trichoderma foi o fungo mais
prevalente, além de Fusarium, Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium e Monascus.

VI.2.4 - Observaram-se maiores indices de fungos na poeira da
escola de Sao Paulo.

VI.2.4 - Na escola de Atibaia, os maiores niveis de esporos de

fungos foram detectados préximo a lousa.

V1.3 - Antecedentes pessoais, familiares e exposicao domiciliar

VI.3.1 - Os alunos da escola de Atibaia apresentaram mais
sintomas nasais nos ultimos 12 meses, assim como sintomas nasais
associados a sintomas oculares.

VI.3.2 - As criancas da escola de Atibaia estdo mais expostas a

caes no domicilio, do que as criancas de Sao Paulo.
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Vil - ANEXOS

Anexo 1 — Termo de consentimento assinado pelos diretores das escolas.

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DA ESCOLA OU RESPONSAVEL

ENDEREGO. ... N .o
BAIRRO.....ciii e CIDADE........oooiiieee

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA VARIACAO SAZONAL NAS
CONCENTRACOES DE AEROALERGENOS EM DIFERENTES NIVEIS DE
POLUIGAO AMBIENTAL

2. PESQUISADOR: VERIDIANA AUN RUFINO PEREIRA

CARGO/FUNCAO: MEDICA  INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N¢®
86619

UNIDADE DO HCFMUSP:. SERVICO DE IMUNOLOGIA E ALERGIA DA
DIVISAO DE CLINICA MEDICA

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: )
SEM RISCO (X)  RISCO MINIMO ( ) RISCO MEDIO ()
RISCOBAIXO () RISCO MAIOR ( )

4.DURACAO DA PESQUISA : 1 ANO
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR A ESCOLA OU
SEU REPRESENTANTE SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa :
Avaliar a qualidade do ar dentro da escola, comparando cidades com
diferentes niveis de poluicdo. Verificar a presenca de acaros, fungos,
pélos de cdo e gato, restos de baratas e fungos, comparando as
diferentes estacdes do ano. E importante salientar que os dados de
identificacdo das escolas ndo serdo divulgados, independente dos
resultados obtidos.

2. Procedimentos que serao utilizados e propositos, incluindo a
identificacao dos procedimentos que sao experimentais: (explicitar):

Uma sala de aula seré escolhida para representar a qualidade do
ar dentro da escola. Serdo coletadas pequenas quantidades de ar e de
poeira uma vez por més, entre os dias 1 e 10, durante uma ano. As
coletas iniciardao no més de julho de 2001, primeiro més do inverno, e
terminardo no més de junho de 2002, ultimo més do outono. O horario
da coleta sera das 12hs as 13hs, periodo de intervalo entre as turmas da
manha e da tarde. Sera solicitado a escola que nao seja feito qualquer
tipo de limpeza na sala de aula escolhida, por pelo menos 12 horas.

A aspiracdo da poeira sera realizada com aspirador especial, e
sera obtida de varias regides do chao: préximo a porta, préximo a janela,
préximo a lousa e entre as carteiras. Um aparelho especial (Aparelho de
Andersen) coletara particulas presentes no ar, avaliando a presenca de
fungos.

O material obtido por aspiracdo serdao analisados quanto a
presenca de acaros, fungos, baratas e pélos de cao e gato.

Os alunos das salas de aula escolhidas serao convocados para
participarem o estudo. Sera distribuido um questionario para avaliar a
existéncia de doencas alérgicas entre alunos e seus familiares. Segue
em anexo uma coépia do questionario.

3. Desconfortos e riscos esperados.:
Nado sao esperados riscos ou desconfortos, uma vez que o0s
procedimentos nas escolas ndao envolvem a participacdo direta de
alunos ou professores. Além disso, as visitas serdo realizadas nos
horarios estipulados pela escola, a fim de nao interferir nas atividades
diarias.

4. Beneficios que poderao ser obtidos: (explicitar):

O conhecimento dos componentes do ar e da poeira nas diferentes
estacdes do ano, permitird a prevencao de sintomas respiratorios, através de
medidas adequadas de controle ambiental.
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IV - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo

de Pesquisa
Sao Paulo,.....cccceeee.. (o [ T de 2001.
assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo 2 — Questionario Padronizado ISAAC e Questionario
Complementar

Escola:

Data:  / [/

Nome:

Idade: Data de Nascimento: / /
Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino

Grau de Escolaridade da mae:
() Primeiro grau () Segundo Grau ( ) Faculdade
Nivel sécio-econdmico: (Renda familiar)
( ) Até 1 salario minimo (SM) ( )Maisde5a10SM
( )Maisde1a2SM ( )Mais de 10 SM
( )Maisde 2 a5 SM

Modulo Asma

1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito) ?
( ) Sim ( ) Nao
Se vocé respondeu ndo passe para a questdo numero 6.

2) Nos ultimos 12 meses vocé teve sibilos (chiado no peito) ?
() Sim ( ) Néo

3) Nos ultimos 12 meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito)
vocé teve?
() nenhuma
( )1a3crises
( )4ail2crises
( ) mais de 12 crises

4) Nos ultimos 12 meses com que frequéncia vocé teve seu sono
perturbado por chiado no peito ?
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() nunca acordou com chiado
() menos de 1 noite por semana

() 1 ou mais noites por semana

5) Nos ultimos 12 meses, seu chiado foi tao forte a ponto de impedir que
vocé conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada respiragao ?
() Sim ( ) Néo

6) Alguma vez na vida vocé ja teve asma ?
() Sim ( ) Nao

7) Nos ultimos 12 meses vocé teve chiado no peito apds exercicios
fisicos?
( ) Sim ( ) Nao

8) Nos ultimos 12 meses vocé teve tosse seca a noite, sem estar
gripado ou com infeccao respiratéria ?
( ) Sim ( ) Nao

Modulo Rinite

Todas as perguntas sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé nao
estava gripado ou resfriado.

1) Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza
(corrimento nasal), ou obstrucdo nasal, quando n&o estava resfriado
ou gripado ?

() Sim ( ) Nao

Se a resposta foi ndo, passe para a questao 6
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2) Nos ultimos 12 meses vocé teve algum problema com espirros, coriza
(corrimento nasal) ou obstrucdo nasal, quando nédo estava resfriado
ou gripado ?

() Sim ( ) Nao

Se a resposta foi ndo, passe para a questao 6
3) Nos ultimos 12 meses, esse problema nasal foi acompanhado de
lacrimejamento ou coceira nos olhos ?

() Sim () N&o

4) Em qual dos ultimos 12 meses esse problema ocorreu ?

( ) Janeiro ( ) Maio () Setembro
() Fevereiro ( ) dJunho () Outubro

() Margo () dJulho () Novembro
() Abril ( ) Agosto ( ) Dezembro

5) Nos ultimos 12 meses quantas vezes suas atividades diarias foram
atrapalhadas por esse problema nasal ?
( ) Nada
() Um pouco
() Moderado
() Muito

6) Alguma vez na vida vocé teve rinite ?
( ) Sim ( ) Nao

Modulo Ezema

1) Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele
(eczema), que apareciam e desapareciam por pelo menos 6 meses ?
( )Sim ( )Nao
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6)

Se a resposta foi ndo passe para a questao 6

Nos ultimos 12 meses vocé teve essas manchas na pele (eczema) ?
( )Sim ( )Nao
Se a resposta foi ndo passe para a questao 6

Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum
dos seguintes locais: dobras dos cotovelos, atras do joelho, na frente
do tornozelo, abaixo das nadegas ou em volta do pescoco, orelhas,
olhos ?

( )Sim ( )Nao

Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) desapareceram
completamente nos ultimos 12 meses ?
( )Sim ( )Néo

Nos ultimos 12 meses, quantas vezes aproximadamente vocé ficou
acordado a noite por causa dessa coceira na pele ?

( )nunca nos ultimos 12 meses

( )menos de 1 noite por semana

( )uma ou mais noites por semana

Alguma vez vocé teve eczema ?
( )Sim ( )Nao
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Questionario Complementar

1)Alguma vez na vida a mée da crianga ja teve

Asma ( )Sim ( )Néao
Bronquite  ( )Sim ( )Nao
Rinite ( )Sim ( )Nao
Eczema ( )Sim ( )Nao

2) Alguma vez na vida o pai da crianca ja teve

Asma ( )Sim ( )Nao
Bronquite  ( )Sim ( )Nao
Rinite ( )Sim ( )Néao
Eczema ( )Sim ( )Nao

3) Alguma vez na vida algum dos irm&os da crianga ja teve

Asma ( )Sim ( )Nao
Bronquite  ( )Sim ( )Nao
Rinite ( )Sim ( )Nao
Eczema ( )Sim ( )Nao
A crianga nao tem irmaos ( )
4) Na casa da crianga existem
Fumantes ( )Sim ( )Néao
Caes ( )Sim ( )Nao
Gatos ( )Sim ( )Nao
5) No quarto da crianca
Ha umidade ( )Sim ( )Nao
Ha mofo (bolor) ( )Sim ( )Nao
Junta-se poeira facilmente( )Sim ( )Nao
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Anexo 3 — Resultados das concentragcées de aeroalérgenos obtidas em

S3ao Paulo e Atibaia, durante os 12 meses do ano.
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