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RESUMO

Rivero DHRF. Alteracbes eletrocardiograficas, hematoldgicas e
histolégicas induzidas pelo material particulado fino da cidade de Sé&o
Paulo [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2005, 112p.

Os mecanismos envolvidos na associagao entre poluigao do ar e aumento
da mortalidade cardiovascular nao estao ao todo esclarecidos. O objetivo
deste estudo foi testar os efeitos agudos do PM, s da cidade de Sao Paulo
sobre a freqUéncia cardiaca (FC), variabilidade da freqliéncia cardiaca
(VFC), inflamacdo sistémica e vasoconstricdo de arteriolas de ratos
Wistar saudaveis. O PM,s foi coletado em filtros de fibra de vidro
utilizando um amostrador de grandes volumes. Para o ECG foram
utilizados 47 ratos que foram submetidos a instilagao traqueal de: salina,
filtro branco, 50 pug e 100 pg de PM,s. A freqliéncia cardiaca (FC) e o
desvio-padrao dos intervalos NN (SDNN) foram avaliados na fase pré, 30
e 60 minutos apds a instilagdo. Outro grupo de 38 ratos foram
submetidos a instilagao traqueal de: filtro branco, 100 pg e 500 ug de
PM, s para analises hematoldgicas e histopatoldgicas. Estes animais foram
sacrificados 24 horas apds a instilacdo traqueal para a coleta de sangue e
amostras de pulmao e coracdao para a morfometria e analise da razao
peso seco/Umido. A FC diminuiu significativamente (p<0.001) com o
tempo, mas nao houve efeito de tratamento ou interacdo entre tempo e
tratamento. O SDNN diminuiu 60 minutos apds a instilagdo nos grupos de
50 ug e 100 ug de PM, 5 (p=0.025). O numero de reticuldcitos aumentou
significativamente em ambas as doses de PM, s (p<0.05), enquanto que o
hematdcrito aumentou somente no grupo de 500 pg (p<0.05).
Segmentados, neutrdéfilos e fibrinogénio diminuiram significativamente,
enquanto que os linfécitos aumentaram com 100 pg de PM, s (p<0.05).
Houve uma diminuicao dose-dependente da razao luz/parede (L/P) das
arteriolas pulmonares intra-acinares em ambos grupos de PM (p<0.001).
A razdo L/P das arteriolas peri-bronquiolares diminuiu no grupo que
recebeu 500 pg de PM,s (p<0.001). Houve um aumento significativo da
razao peso seco/umido no coracdo para o0 grupo que recebeu 500 pg
(p<0.001). Concluindo, as particulas finas da cidade de Sao Paulo
induzem a uma reducdao do SDNN e promovem alteragdes histoldgicas
pulmonares e cardiacas, resultando em significante vasoconstrigdo. A
medula 6ssea também participou na resposta aguda promovida pelas
particulas que alcangcam os pulmdes.



SUMMARY

Rivero DHRF. Electrocardiographic, hematological and histological
alterations induced by fine particulate matter of Sao Paulo city [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2005.
112p.

The mechanisms involved in the association between air pollution and
increased cardiovascular mortality are not fully understood. The objective
of this study was to test the acute effects of Sao Paulo PM,s on heart
rate, heart rate variability, systemic inflammation and vasoconstriction of
arterioles of healthy Wistar rats. PM, s was collected in glass fiber filters
using a high volume sampler. Forty-seven rats were submitted to
tracheal instillation with: saline, blank filter, 50 ug and 100 ug of PM, s to
ECG analysis. Heart rate (HR) and standard deviation of the intervals
between normal beats (SDNN) were assessed immediately before, 30 and
60 minutes after instillation. Another thirty-eight rats were submitted to
tracheal instillation with: blank filter, 100 ug and 500 pg of PM,s to
hematological and histopathological analysis. These animals were
sacrificed 24 hours after instillation when blood, heart and lung samples
were collected for morphological and wet-to-dry weight ratio analysis. HR
decreased significantly (p< 0.001) with time, but no significant effect of
treatment or interaction between time and treatment was observed.
SDNN decreased 60 minutes after instillation in groups PM,s 50 ug and
100 pg (p=0.025). Reticulocytes significantly increased at both PM,s
doses (p<0.05) while hematocrit levels increased in the 500 ug group
(p<0.05). Segmented, neutrophils and fibrinogen levels significantly
decreased, while lymphocytes increaseded with 100 ug of PM, s (p<0.05).
A significant dose-dependent decrease of intra-acinar pulmonary
arterioles Lumen/Wall ratio (L/W) was observed in PM groups (p<0.001).
Peribronchiolar arterioles L/W showed a significant decrease in the 500ug
group (p<0.001). A significant increase in heart wet-to-dry weight ratio
was observed in the 500 ug group (p<0.001). In conclusion, fine particles
in the city of Sao Paulo induces a reduction of SDNN and promote
pulmonary and cardiac histological alterations, resulting in significant
vasoconstriction. In addition, we observed that the bone marrow also
participated in the acute response to particles reaching the lungs.






Introducio 2

1.1. CONSIDERAGOES INICIAIS

A partir da segunda metade do século XX, os homens, em todas as
nacdes e grupos étnicos, foram afetados pelas transformacdes
progressivas no meio ambiente. Os impactos negativos mais rapidos foram
percebidos através da degradacdo dos recursos naturais ndo-renovaveis e
nos acumulos de rejeitos e residuos das grandes concentracdes urbanas e
parques industriais. A percepcdao da degradacdao ambiental sé é possivel
com a compreensao de que o planeta Terra, que até 150 anos atras

parecia praticamente infinito e inesgotavel, tinha um limite critico.

O modelo atual globalizado de desenvolvimento capitalista esta
sustentado por uma grande producao de conhecimentos cientificos e
tecnolégicos que o impulsionam em um processo de producdo de
mercadorias em quantidades nunca antes vistas e em velocidade muito
acelerada. A fase atual do capitalismo caracteriza-se ndo somente pela
centralidade do lucro e do processo de acumulacao, mas do crescimento
da escala de agdes das grandes empresas. A reorganizacao dos espagos
territoriais em larga escala objetivou uma ldgica de acumulagdao para

manter a competitividade mundial.

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducao 3

E impossivel & natureza acompanhar o ritmo desse modelo sem se
aproximar de uma catastrofe ambiental que, em certo sentido, ja se
manifesta em diversos locais em escala global. Nos ultimos anos,
observou-se um crescimento da preocupagao social com relagcao aos
danos que o processo de desenvolvimento capitalista vem causando ao
nosso meio ambiente. A cada dia, diversos grupos se organizam para
lutar por problemas relacionados a degradagcdo ambiental. Os varios
encontros realizados pelos drgaos internacionais (ONU, Banco Mundial,
etc.) enfrentam crises lideradas pelos grupos de oposicao ao modelo

vigente, entre eles, ambientalistas.

Na raiz de quase todos os problemas ambientais da atualidade esta
o crescimento descontrolado e exagerado da populagao humana, como
conseqliéncia direta do conhecimento cientifico e tecnolégico ao
desvendar as causas das principais doencas que afligiram a humanidade
no inicio do século passado. Atualmente, a populacao da Terra é de mais
de 6x10° habitantes, aumentando em um bilhdo de pessoas a cada 12
anos (Population Reference Bureau, 2002). Esse crescimento desenfreado
foi acompanhado pelo aumento exponencial do consumo de energia com

a intensificacao do processo de industrializacao e urbanizacgao.

O consumo anual médio de energia per capita no mundo, em 1998,
era aproximadamente 1,6 tonelada de éleo equivalente (TEP - ton of
equivalent petroleum) ou 18.000 Kcal. Somente os EUA, com 6% da
populacdo mundial, consomem 35% da energia mundial. Nos paises

industrializados, o consumo per capita é de 5,5 TEP, sendo 1,39 TEP o

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducio 4

consumo no Brasil. Com a explosdo populacional dos ultimos dois séculos
e com 0 aumento do consumo de energia per capita, o consumo total de
energia no mundo aumentou cerca de 100 vezes em relagao ao consumo

do passado distante (World Resources Institute, 2003).

Os impactos do uso de energia no meio ambiente nao sao
novidade. Durante séculos, a queima de madeira contribuiu para o

desmatamento de muitas areas. O que é relativamente novo é a relacdo

M-

entre problemas ambientais regionais e globais, e suas implicagoes.
inqUestionavel a importancia do potencial de energia para melhorar a
qualidade de vida e a producdao de servicos a sociedade. Porém, a
producdo de energia convencional e o seu consumo estao intimamente
relacionados com a degradacdo do meio ambiente através da queima de
combustiveis fésseis. O impacto ambiental conseqliente desta pratica nas
grandes cidades é o problema da poluicdo do ar, a qual ameaca a saude
humana e a qualidade de vida, além de afetar o equilibrio ecoldgico e a

diversidade bioldgica.

A queima de combustiveis fosseis € problematica em varios niveis
(embora a utilizacdo de gas natural gere menores emissdes prejudiciais
do que petrdleo e carvdo). Os principais poluentes emitidos na
combustdo de combustiveis fosseis (petrdleo ou carvao) sao éxidos de

enxofre e nitrogénio, mondxido de carbono e suspensao de particulados.

A histéria do crescimento urbano de Sdo Paulo foi marcada pela

facilidade de uso e aquisicao do automédvel em detrimento ao transporte

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducio 5

publico. Neste cenario, as emissdes provenientes de veiculos
automotores sdo as grandes responsaveis pela poluicdo urbana da cidade
de Sao Paulo, contribuindo pelo aumento de internacdes hospitalares,
problemas respiratérios e cardiovasculares, além da piora da qualidade
de vida de seus moradores. No entanto, ainda existem lacunas e
guestdoes a serem resolvidas afim de desvender os efeitos de cada

componente, o seu potencial toxico e mecanismos de agao.

Essa tematica tem sido objeto de estudo do Laboratério de
Poluicdo Atmosférica Experimental do Departamento de Patologia da USP
ao longo das ultimas décadas. Esta tese de doutorado representa a
continuacao dos estudos do laboratério e tem por objetivo avaliar o
comprometimento cardiopulmonar promovido pelas particulas finas do ar

da cidade de Sao Paulo.

1.2. AR - RECURSO VITAL POLUIDO?

O uso primordial do ar é manter a vida na Terra. No entanto, é
utilizado pelas comunidades de uma maneira nao parcimoniosa, seja pela
caracteristica insipida e incolor ou pelo fato de estar disponivel livremente
sem que seu uso exija qualquer 6nus ou esforco. Além da utilizacdo dos
metabolicos naturais do ar pelo homem, animais e vegetacao, outros usos

importantes devem ser acrescentados: transporte, combustdo, processos

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado
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industriais e, principalmente, a utilizagdgo do ar como receptor e

transportador de residuos da atividade humana.

Os seres vivos, incluindo o homem, vivem na camada de ar
denominada Troposfera. Esta camada estd localizada acima da crosta
terrestre (cerca de 12 Km), e constitui-se de Nitrogénio diatomico (N,
78%), Oxigénio diatdmico (0,, 21%), Argbnio (Ar, 1%), Diéxido de
Carbono (CO,, 0,04%) e por varios outros gases em pequenas
concentragbes. Se tivermos em mente o significado real de meio
ambiente e de todos os fatores interligados a este para gerar o bem-estar
da sociedade, torna-se facil deduzir que a atmosfera necessita estar

“limpa” e livre de poluentes.

A forma de tratar o meio ambiente como algo externo sempre
esteve associada a essa atmosfera fundamental ao nosso meio, ou seja,
é algo que se joga para fora e ndao no “préprio quintal” (Mol e
Spaargaren, 2000). A cidade de Sao Paulo é um exemplo veemente do
impacto das externalidades ambientais como resultado do uso
indiscriminado ou abusivo de seus recursos: rios poluidos, ar

contaminado, etc.

A poluicdo do ar pode ser definida como a presenca de substancias
que alterem as propriedades fisicas, quimicas ou bioldgicas da atmosfera,
em concentragoes suficientes para interferir direta ou indiretamente na

salde, seguranca e bem-estar dos seres vivos e ecossistemas em geral.

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado
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Existem varios poluentes presentes no ar atmosférico que podem
ou nao reagir entre si. Como forma de simplificacdo, sao comumente

divididos em duas categorias:

e Poluentes Primarios: emitidos diretamente pelas fontes de
emissao como resultado de processos industriais (fontes
estacionarias), gases de exaustdo de motores de combustdo
interna (fontes méveis, no caso de automdveis, por exemplo).

e Poluentes Secundarios: formados na atmosfera através da
reacdo quimica entre poluentes primarios e constituintes

naturais da atmosfera.

O nivel de poluicdo do ar ou a qualidade do ar é medida pela
quantificacdo de substancias poluentes presentes neste ar. Para
determinar a concentracao de determinado poluente deve-se aferir o
grau de exposicao dos receptores (ser humano, animais, plantas e
materiais), como resultado final do processo de langamento deste
poluente por suas fontes de emissao e suas interacdes na atmosfera
(Derisio, 2000). O ciclo do “nascimento, vida e morte do poluente” é

visualizado, esquematicamente, da seguinte forma:

FONTE POLUIDORA = ATMOSFERA = RECEPTOR

(geragao e emissao) (transporte, transformagdes (remogao)

fisicas e quimicas)

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducao 8

A interacdo entre as fontes de poluicdo e a atmosfera vai definir o
nivel de qualidade do ar, que determina por sua vez o surgimento de

efeitos adversos sobre os receptores.

A variedade de poluentes que podem estar presentes na
atmosfera é muito grande. Estas substancias podem ser classificadas da

seguinte forma:

e Compostos sulfurosos (SO,, SO3, H,S, sulfatos);

e Compostos de nitrogenados (NO, NO,,NH3,HNOs3, nitratos);

e Compostos orgénicos de carbono (hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas e acidos organicos);

e Monoxido de carbono e diéxido de carbono;

e Compostos halogenados (HCL, HF, cloretos, fluoretos);

e Material Particulado

Com o propodsito de controlar as emissdes de poluentes originarios
de fontes moveis e estacionarias, os EUA, na década de 60,
estabeleceram padrdes de qualidade do ar através da Agéncia de
Protecao Ambiental Norte-Americana (EPA). Os padrdes ja estabelecidos
baseiam-se em estudos sobre o efeito dos diferentes poluentes e
prevéem uma margem de seguranca. Os poluentes controlados pela EPA
sdo: SO, Ozbnio, NO,, CO, particulados totais em suspensao (PTS),
PMio, PM;,s e Chumbo. No Brasil, o Conselho Nacional de Meio Ambiente -
CONAMA, pela resolugdo N° 3 de 28/6/90, estabeleceu os padroes

nacionais de qualidade do ar, com base na Portaria Normativa N°© 348 de

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducao 9

14/3/90 do IBAMA, com a padronizagao dos mesmos poluentes da EPA

com excegao do chumbo e PM, s (Tabela 1).

Neste sentido, o monitoramento é uma das formas de avaliar a
qualidade do ar de uma determinada regiao e de estabelecer medidas de
controle e prevengao para que o0s niveis estejam aceitaveis. No estado de
Sdo Paulo, a agéncia responsavel pelo monitoramento do ar é a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB). No ano
de 1981, passou a vigorar uma rede automatica de monitoramento do ar,
com estacdoes medidoras distribuidas pela Regido Metropolitana de Sé&o
Paulo - RMSP e Cubatado. Essa rede foi renovada em 1996 e hoje, totaliza

29 estagoes.

A fumaca negra emitida pelo escapamento de automdveis a diesel
é a forma mais evidente de poluicdo do ar que encontramos nas grandes
metrépoles. Esta fumaga é composta de material particulado. Adota-se o
indice MP para a concentracdo de material particulado em nossa cidade.
No entanto, adotarei para este trabalho a terminologia internacional (PM)
- particulate matter, haja vista a ampla aceitacao e utilizacao desta

terminologia pela comunidade cientifica nacional.

Os particulados sao particulas sdlidas (poeiras, fumos) ou liquidas
(fumaca e névoas), suspensas no ar e invisiveis a olho nu. Estas
particulas suspensas em uma determinada massa de ar ndao apresentam
0 mesmo tamanho aerodinamico e tampouco apresentam a mesma

composicao.

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado
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Tabela 1 - Padrdes nacionais de qualidade do ar, segundo

resolugao

Conama n° 3, de 28 de junho de 1990

Poluente Tempo de Padrdao Primario Padrdao Secundario
Amostragem (ng/m?) (rg/m?)

Particulas Totais em 24 horas ) 240 150
Suspensdo (PTS) MGA 80 60
Diéxido de Enxofre 24 horas 365 100
(S0,) MAA 80 40
Monoxido de Carbono 1 hora 40.000 (35 ppm)  40.000 (35 ppm)
(CO) 8 horas ©® 10.000 (9 ppm) 10.000 (9 ppm)
Oz6nio (05) 1 hora 160 160
Fumaca 24 horas V) 150 100

MAA ) 60 40
Particulas Inaldveis 24 horas 150 150
(PI) MAA ) 50 50
Diéxido de Nitrogénio 1 hora ™™ 320 190
(NO>) MAA 100 100

FONTE: CETESB, 2002 (1) ndo deve ser excedido mais que uma vez ao ano, (2) média
geomeétrica anual, (3) média aritmética anual

Quanto ao tamanho possuem uma distribuicdo trimodal, ou seja,
particulas de didmetro < 10 um (PMy), o que corresponde a toda faixa
de particulas finas e os menores membros da faixa de particulas grossas,
sendo chamadas de particulas inalaveis; particulas de diametro < 2,5 um
(PM,5), o que inclui somente as particulas finas; e particulas com
diametros muito pequenos < 0,1 pum, chamadas particulas ultrafinas.
Enquanto as particulas grossas sdo originadas de maneira natural
(dispersao do solo, materiais da crosta), particulas pequenas de fuligem
sao geralmente produzidas pela queima incompleta de combustiveis a

base de carbono, como, carvao, gasolina e éleo diesel (Baird, 2002).

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducio 11

Na cidade de Sdo Paulo, a grande responsavel pelo aumento na
concentracdo de PM é a frota de veiculos que continua crescendo em um
ritmo assustador a cada ano (Figura 1). O crescimento da industria
automobilistica estd associada a marca de modernidade e progresso das
cidades. No Brasil, esse modelo de “progresso” deixou de priorizar o
transporte publico para criar e atender um apelo da nova era consumista.
Possuir o modelo do “ano” é visto como status e afirmacao social de jovens,

gue veém na aquisicao do automédvel, um passo para a maioridade.

Na década de 80, a CETESB desenvolveu as bases técnicas para
controlar os poluentes veiculares através do PROCONVE - Programa de
Controle da Poluicao do Ar por Veiculos Automotores, definindo os limites
maximos de emissdo para todos os veiculos novos, leves e pesados,

nacionais e importados.

Figura 1. Vias congestionadas da Cidade de Sao Paulo. Notar a redugao
da visibilidade em dia tipico de poluicao

Fonte:Cetesb (www.cetesb.sp.gov.br)
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Atualmente, a frota de veiculos no Brasil é de 18,7 x 10° unidades,
das quais 6,96 milhdes circulam a cada dia no Estado de Sao Paulo
(Anfavea, 2000). Além das emissdes de material particulado, os
moradores da cidade de Sao Paulo enfrentam congestionamentos em
quase todos os periodos do dia. No entanto, nossos governantes
continuam apostando seus orgamentos escassos em obras viarias como o
recém construido Tunel Reboucgas, por exemplo, que além de ndo
solucionar o problema, desvia o mesmo fluxo de carros para outros

pontos mais criticos.

1.3. POLUICAO DO AR E SAUDE

Cinglenta e dois anos se passaram desde o grande episddio
Londrino de poluicao do ar ocorrido em 1952, que culminou com a morte
de mais de 4.000 pessoas. Outros episdédios marcantes que também
provocaram aumento de mortalidade precederam o smog de londres,
como o Vale do Meuse na Bélgica (1930) e Donora nos EUA (1948). Estas
cidades foram tomadas por uma névoa densa, com duragao de 5 dias ou
mais, pelo excesso de particulados presentes no ar. No Brasil, em 1985,
aconteceu o maior acidente da nossa histéria. O rompimento de um duto
de gasolina da Petrobras na regiao de Cubatdo, a qual chegou a ser
considerada a mais poluida do mundo, ocasionou 99 mortes e centenas

de desaparecidos.
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As condigoes climaticas e a composicdo de elementos na atmosfera
mudaram; a legislacdo vigente em varios paises eliminou as
concentracOes elevadas de varios poluentes; Ainda assim, os seres vivos
do nosso planeta continuam sofrendo os efeitos da poluicao do ar. Esta
exposicao causa problemas respiratérios, cardiovasculares e morte, seja

em adultos, criangas, idosos, doentes ou nao.

O episddio classico acontecido em Londres despertou profundo
interesse na comunidade cientifica em desvendar os efeitos deletérios da
poluicdo do ar na saude humana. A partir da década de 80, centenas de
trabalhos foram publicados com a avaliacao dos efeitos de poluentes
sobre a saude, principalmente efeitos do material particulado. Estes
achados estao detalhados e discutidos em revisdes recentes (Pope III,
2000 a; Pope III, 2000b; Harrison e Yin, 2000; Brunekreef e Holgate,

2002; Oberdédrster, 2001; Englert, 2004).

Com o intuito de estudar os efeitos da poluicao existente na cidade
de Sao Paulo, surgiu ao final da década de 80, o Laboratério de Poluicdo
Atmosférica Experimental (LPAE) do Departamento de Patologia da
FMUSP. O LPAE é reconhecido pela comunidade cientifica internacional
como 0 grupo que introduziu e consolidou o conceito de exposicao de
animais a condicOes reais de poluicdao atmosférica como um instrumento
fundamental para compreensao da toxicidade da poluicao urbana. Os
estudos experimentais deste laboratério foram os pioneiros na utilizacdo
de ratos expostos a poluicdo urbana, demonstrando os efeitos maléficos

a saude, principalmente alteragbes respiratérias (BoOhm e cols., 1989;
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Saldiva e cols., 1992; Lemos e cols., 1994; Pereira e cols., 1996. Nas
Gltimas duas décadas, os estudos experimentais do LPAE avangaram no
sentido de investigar os efeitos do material particulado na mutagénese,
na embriogénese, no sistema reprodutivo e mais recentemente, no

sistema cardiovascular.

Além dos estudos experimentais, o LPAE iniciou linhas de pesquisa
em estudos epidemioldgicos observacionais para investigar os efeitos
deletérios da poluicao do ar sobre as doencas respiratérias de criangas e
idosos (Saldiva e cols., 1994; Saldiva e cols., 1995, Conceigao e cols.,
2001). Observou-se também uma associacdo significativa entre os
poluentes do ar e atendimentos no pronto-socorro (Lin e cols., 1999;
Martins e cols., 2001; Braga e cols., 1999; Braga e cols., 2001a). Além
disso, demonstrou-se também que os efeitos adversos dos poluentes
influenciam tanto a mortalidade neonatal (Lin e cols., 2004) como a

mortalidade fetal (Pereira e cols., 1998).

E importante ressaltar que a maioria dos estudos epidemioldgicos
e experimentais avaliam o PM focando somente sua fragdao de tamanho
(PM1o, PM,5 ou CP - coarse particles). O que se observa nesses trabalhos
€ que as evidéncias associadas ao PMj; ou PM,s estdo relacionadas a

origem das emissdes inerentes a cada area de estudo.
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1.4. MATERIAL PARTICULADO FINO (PM,s) E O SISTEMA

CARDIO-PULMONAR

Quando observa-se a taxa de mortalidade nos EUA, o maior indice
é devido a problemas cardiovasculares (18%) quando comparado a
obitos por outra causas (WHO, 2002). Este cenario ndao é diferente no
Brasil, onde os 0dbitos por doencgas cardiovasculares no Estado de Sao
Paulo correspondem a 32,65% do total de mortes das regides
metropolitanas das capitais dos estados da regido sudeste, totalizando

69.104 mil mortes no ano de 2000 (Datasus, 2000).

A influéncia da poluicdo do ar nas doencas cardiovasculares esta
em grande evidéncia. Ao longo dos ultimos anos, nao foi intuitivamente
obvio imaginar que particulas presentes no pulmao poderiam contribuir
para um aumento de risco de morte por problemas cardiacos. Porém,
estudos recentes demonstram que individuos com comprometimento
cardiaco, expostos ao PM, possuem maior associagdo ao risco de morte
(Dockery, 2001; Liao e cols., 1999; Goldberg e cols., 2001; Lin e cols.,

2003; Mann e cols., 2002).

Um estudo importante realizado por Dockery e seus colaboradores
no ano de 1993, teve como objetivo investigar a mortalidade ocorrida em
seis cidades americanas que foram escolhidas por apresentar altos niveis
de particulados. Este estudo selecionou 8.111 adultos durante 1974 a
1977 e o estado de saude de cada pessoa foi monitorado até o final de

1989. Simultaneamente, uma estacdo de monitoramento do ar foi
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implantado na regido central de cada comunidade para registrar os niveis
de poluicdo durante o mesmo periodo. A data e causa da morte foi
computada e correlacionada com diferentes fragdes de PM. O coeficiente
de correlagao (0,986) entre PM, s e a taxa relativa de mortalidade entre
individuos masculinos e femininos foi altamente positiva. Além disso, a
correlacdo positiva com a mortalidade foi atribuida a cancer de pulmao e
doencas cardiopulmonares, mas nao a outras causas. Os estudos
epidemiolégicos de (Pope III e cols., 1995; Laden e cols., 2000 e
Schwartz e cols., 2002), também associaram a mortalidade com aumento

de concentracgdes diarias de PM, particularmente particulas finas.

Existem evidéncias sugestivas de que a mortalidade cardiovascular
associada a poluicdo do ar ocorre durante as primeiras 24 horas apés um
aumento da mesma. Braga e cols., 2001b, mostraram recentemente que
um aumento de 10 pg/m® de PM;, estd associado com morte
cardiovascular no mesmo dia do evento da poluicao. Pacientes com
evidéncias de arritimias cardiacas, possuidores de desfibriladores
implantados na pele, apresentaram aumento de arritimias, em curto
espaco de tempo, na medida em que houve aumento de 18 pg/m?® de

PM, s (Peters e cols., 2000).

A Organizagdo Mundial de Saude declarou recentemente a seguinte
afirmacdo: “Existe uma forte evidéncia para se concluir que as sao mais
prejudiciais que particulas grossas em termos de mortalidade e casos
respiratorios e cardiovasculares em estudos epidemioldgicos tipo painel.

Isto ndo implica que as particulas grossas sejam indcuas” (WHO, Working

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Introducio 17

Group, 2003). A justificatica destas afirmacgdes estdao comprovadas na

literatura e serao abordadas a sequir.

Partindo do principio que o PM, s pode atingir o territorio alveolar,
componentes liberados pelas particulas respirdveis podem entrar na
circulagdo e influenciar parametros circulatorios considerados como
fatores de risco para os eventos cardiovasculares (Schwartz, 2001).
Stone e Godleski (1999) sugeriram que as particulas finas podem entrar
na corrente sanguinea e afetar o coracao através de arritimias e morte
subita em individuos susceptiveis. Mais recentemente, foi demonstrado
que particulas ultrafinas podem ser detectadas na circulagdo sistémica,
apos 1 minuto de exposicdo, promovendo uma rota de entrada em todos

os 6rgaos (Nemmar e cols., 2002).

RevisOes recentes relatam varios fatores de risco relacionados as
particulas finas que interagem na resposta de fase aguda e na doenca
cardiovascular (Seaton e cols., 1995; Utell e Frampton, 2000; Frampton,
2001;Donaldson e cols., 2001; Kang, 2001; Brook e cols., 2003; Verrier
e cols., 2002). Neste contexto, a inalacdo de particulas induz aumento de
viscosidade do plasma, alteracbes de parametros sanguineos tais como
niveis de fibrinogénio ou contagem de eritrécitos e leucdcitos,
vasoconstricdao e alteracdes de coagulabilidade (Kodavanti e cols., 2002;
Seaton e cols., 1999; Gardner e cols., 2000; Baskurt e cols., 1990;
Peters e cols., 1997; Bouthillier e cols., 1998; Nemmar e cols., 2004).
Um estudo prévio do nosso laboratério demonstrou que a composicao de

particulas residuais de d6leo combustivel, instiladas em camundongos, foi
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decisiva na resposta sanguinea (Medeiros e cols., 2004). Adicionalmente,
outros trabalhos experimentais recentes relatam alteragdes sistémicas e
inflamatdrias apds exposicdo a particulas (Kodavanti e cols., 1998;

Schins e cols., 2004; Saldiva e cols., 2002).

Os efeitos cardiovasculares das  particulas ndo sao
necessariamente mediados somente pela inflamacdo sistémica. E
plausivel que o inicio da inflamagcao pulmonar, desencadeada pelas
particulas, dispare reflexos (Widdicombe e Lee, 2001) que podem afetar
a fungdo cardiovascular. No tocante aos efeitos cardiovasculares
documentados em resposta a exposicdo ao PM estdo incluidos:
rompimento da atividade do sistema nervoso autbnomo (SNA) pelo
aumento (Tarkiainen e cols., 2003; Magari e cols., 2002) e diminuicao da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) (Gold e cols., 2000; Pope III e
cols., 2004; Magari e cols., 2001); vasoconstricdao pulmonar (Batalha e
cols., 2002; Brook e cols., 2002); arritimias cardiacas (Peters e cols.,
2000; Watkinson e cols., 1998); infarto agudo do miocardio (IAM)
(Peters e cols., 2001); hospitalizacao (Lin e cols., 2003; Schwartz, 1999),
depressdao do segmento ST em pacientes com doenga coronariana

durante o exercicio (Juha e cols., 2002).

Apesar da influéncia das particulas sobre o sistema cardiovascular,
0s mecanismos fisiopatoldgicos desta associacdao ndo foram esclarecidos
ainda. A poluicao do ar talvez seja um fator que “engatilhe” um canal de
eventos, especialmente em individuos vulneraveis, como os idosos,
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ou doenca

pulmonar obstrutiva cronica.
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A atividade mecanica cardiaca € comandada por um estimulo
elétrico que tem origem no nd sinoatrial localizado posteriormente ao
angulo de unido da veia cava superior com o atrio direito. O estimulo
elétrico induz uma despolarizacdo que se propaga até englobar os atrios,
como ondas de excitacdo de forma radiada. Apds a ativacao atrial, o
impulso alcanca a area juncional (né atrioventricular), se propaga pelos
ventriculos através do fasciculo atrioventricular, ramos direito e esquerdo
e pelos midcitos condutores cardiacos (Figura 2). E importante constatar
gue o coracao, durante sua atividade, age como um gerador de correntes
elétricas e que estas correntes, espalhando-se no meio condutor que é o
coracdo, geram potenciais elétricos cuja evolucdo no tempo e no
espaco podem ser aproximadamente previstas. Assim funciona o
eletrocardiograma (ECG) que nada mais é do que o registro das variacdes
do potencial elétrico do meio extracelular decorrentes da atividade

cardiaca (Tranchesi, 2001).

O coracao humano varia a sua freqiéncia batimento a batimento,
como conseqliéncia dos ajustes imediatos promovidos pelo SNA para
manter a homeostase do sistema cardiovascular. O controle autonémico
da frequéncia cardiaca (FC) é exercido sobre o no sinoatrial batimento a
batimento, determinando flutuagdes que apresentam dois componentes
distintos: um de alta freqiUéncia, identificado como arritimia sinusal
respiratoria, mediado pelo sistema nervoso parassimpatico; e um de
baixa freqliéncia mediado tanto pelo vago como pelo sistema simpatico.
Analise da VFC, batimento a batimento, € um dos métodos ndo-invasivos

para avaliar quantitativamente a atividade autondmica cardiaca.
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Fasciculo atrioventricular

No
sinoatrial

No
atrioventricular

Miécitos condutores

Figura 2. Sistema de conducgao elétrica cardiaca. Conjuntos formados
pelo nd sinoatrial, nd atrioventricular, fasciculo atrioventricular e miocitos
condutores. Imagem adaptada de Avancini & Favaretto, 1997.

A VFC pode ser analisada tanto em curtos periodos de tempo 2, 5,
15 minutos ou longos periodos como 24h, sendo o ultimo o mais utilizado
na pratica clinica. Apdés medir-se cada intervalo RR de batimentos
sinusais sucessivos, em um determinado intervalo de tempo, excluindo-
se as ectopias e os artefatos, obtem-se a média e seu respectivo desvio
padrdao, que através de técnicas matematicas desdobram-se em alguns
indices estatisticos. Esses indices constituem a analise da VFC no dominio

do tempo e estao reunidos na Tabela 2.

Outra forma de se avaliar a VFC é a analise no dominio da

freqiéncia. Refere-se ao estudo dos componentes de freqliiéncia que
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compdem uma série temporal de intervalos RR em um periodo definido. A
analise espectral permite identificacdo e separacdo de grupos de ondas,
construindo um grafico onde freqléncias de ondas semelhantes sao

agrupadas.

Tabela 2 - Variabilidade da freqliéncia cardiaca no dominio de tempo

Indice Unidade Definicdo

RRMED ms Média de todos os intervalos NN

SDNN ms Desvio-padrao de todos os intervalos NN
SDANN ms Desvio-padrdo da média dos intervalos NN,

medida em segmentos de 5 min.

SDNNi ms Média dos desvios-padrao dos intervalos

NN, medidos em segmentos de 5 min.

RMSSD ms Raiz quadrada da média das diferencas
sucessivas ao quadrado, entre NN
adjacentes

PNN50 % Percentagem das diferencas sucessivas

entre os intervalos NN que sao > 50ms

Indice Numero total de intervalos NN, dividido pela
triangular altura do histograma de todos estes. Sao
medidos em uma escala discretizada de
1/128 segundos (8ms)

Alteracbes do controle autondémico do coracdao estdo entre os
mecanismos potenciais responsaveis pela mortalidade cardiaca associada a
poluicdo (Pope e cols., 1999; Godleski e cols.,2000). O estudo da VFC tem
sido usado em pacientes com uma variedade de doencas cardiacas e ndo-
cardiacas (Task Force of the European Society of Cardiology and the North

American Society of Pacing and Electrophysiology, 1996; Lombardi, 2002).
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Por outro lado, existem evidéncias recentes de que a inalacdo de
particulas aumenta a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos
pulmdes e coragao (Goldsmith e cols., 1998; Dye e cols., 1997; Tao e
cols., 2003; Gurgueira e cols., 2002; Gonzalez-Flecha, 2004). A producdo
de ERO no territério cardiovascular pode ser induzida por varios eventos,
incluindo inflamacao (Kodavanti e cols., 2000; Ichimura e cols., 2003;
Touyz and Schiffrin, 2004), alteracées de controle autondmico (Campese
e cols., 2004) ou aumento de carga mecanica (McDonough, 1999). De
fato, todos estes caminhos estao interconectados e, na maioria dos
casos, torna-se dificil isolar a participacdo de cada um na avaliagao

toxicologica do PM.

A partir dos fundamentos expostos acima, os objetivos do estudo
foram avaliar se a administragdo de PM,s da cidade de Sao Paulo
promove em ratos Wistar saudaveis, alteracdes detectaveis de ECG em
parametros como FC, desvio-padrao dos intervalos RR normais (SDNN)
ou disturbios de ritmo cardiaco; inflamagcdo pulmonar, cardiaca e
sistémica; além de alteragdes morfolégicas em vasos pulmonares e
cardiacos. O conhecimento de tais informagdes podera contribuir para a
compreensao dos mecanismos relacionados com a inalacdo de particulas

e mortalidade aguda em humanos.
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24

Avaliar os possiveis efeitos da instilacgdo do material particulado

fino (PM,s) da cidade de Sdo Paulo, em ratos saudaveis, sobre os

seguintes parametros:

Eletrocardiograficos: anadlise da FC e VFC durante 1 hora

apos a instilagdo traqueal;

Hematologicos: anadlise do hemograma (hematdcrito,
leucdcitos, eritrocitos, plaquetas e reticuldcitos) e fatores de
coagulacao (tempo de protrombina e tempo de tromboplastina

parcialmente ativada) apds 24 horas de instilagao traqueal;

Histologicos: avaliacdo do perfil inflamatério do parénquima
pulmonar e miocardio; determinacdo da razao Luz/Parede de
arteriolas pulmonares e ramos coronarianos; avaliagdo da
razao peso seco/Uumido do tecido pulmonar e cardiaco apds 24

horas de instilagao traqueal;
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3.1. Animais

Foram utilizados 85 ratos machos da raca Wistar, adultos (trés
meses de idade), pesando aproximadamente 250 gramas, provenientes
do biotério central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo. Os animais foram mantidos entre 22 e 23° C, com umidade
controlada e ciclos de noite/dia de 12 em 12 horas. Comida e agua foram

fornecidos ad libitum.

3.2. Desenho Experimental

Este trabalho foi subdividido em duas fases experimentais. A
primeira fase objetivou a avaliacdo dos parametros eletrocardiograficos
(FC e VFC) de 47 ratos que receberam randomicamente as seguintes

solugoes:

a) SAL (n=12), solucdo salina estéril;

b) FB - Filtro Branco (n=12), solugao obtida pela ultra-sonicacao de

um filtro branco submerso em agua destilada;
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c) PM 50 (n=12), solugdao obtida pela ultra-sonicacao do filtro
contendo PM submerso em agua destilada, contendo 50ug

de PM2.5;

d) PM 100 (n=11), solugao obtida pela ultra-sonicagao do filtro
contendo PM submerso em agua destilada, contendo 100ug

de PM, s.

A segunda fase deste trabalhou objetivou a avaliagdo dos efeitos
cardiopulmonares agudos do PM,s, sobre pardmetros hematoldgicos e
histoldgicos de 38 ratos que receberam randomicamente as seguintes

solugoes:

e) FB - Filtro Branco (n=12), solucao obtida pela ultra-sonicagao de

um filtro branco submerso em agua destilada;

fy PM 100 (n=13), solucdo obtida pela ultra-sonicacao do filtro
contendo PM submerso em agua destilada, contendo 100ug de

PM; s;

g) PM 500 (n=13), solugao obtida pela ultra-sonicagcao do filtro
contendo PM submerso em agua destilada, contendo 500ug de

PM; 5.
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3.3. Coleta e Analise das Particulas

Foi empregado um amostrador de grandes volumes (Hi-vol,
Energética, Brasil) acoplado a um inlet (Tisch Enviromental Inc., EUA)
gue permite a separacao de particulas menores que 2,5 um de didmetro
com um fluxo de 1,1 metros cubicos por minuto, durante 24 horas. Nosso
amostrador de particulas localiza-se no topo do telhado de nossa
Faculdade de Medicina (aproximadamente a 15 metros acima do nivel do
solo), a qual situa-se circundada por avenidas de trafego intenso. O PM; s
foi coletado em filtros de fibra de vidro, que foram secos durante 24
horas, a 50° C, antes e apds a coleta das particulas para pesagem. As

particulas foram coletadas no més de Setembro de 2003.

A determinacao dos elementos traco do material coletado foi
realizado nos filtros através de analise por ativacdo de néutrons. Amostras
do filtro, bem como elementos padrao, foram realizados sob fluxo térmico
de néutrons através de um reator nuclear (IEA-R1) durante 0,5 minuto por
16 horas. Apds o tempo adequado de decaimento, as amostras irradiadas
e os padroes foram medidos usando um detector hiper-puro Ge acoplado a
um analisador multicanal. As concentracdes elementares foram calculadas
através de método comparativo. Os filtros brancos foram analisados
usando as mesmas condicoes experimentais adotadas para as analises das
amostras dos filtros de PM. A concentracao dos elementos medidos nos
filtros brancos foi subtraida dos valores obtidos nos filtros de PM, para

obter sua concentracdo liquida. A contribuicdo do filtro branco também foi
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subtraida dos resultados que foram expressos como funcdo do volume de
ar coletado. A determinacdo do conteudo de Enxofre foi realizada através
da anadlise de Fluorescéncia de Raios-X, usando também a parte nao-

exposta dos filtros como “branco”.

3.4. Extracao dos Filtros para Instilacao Traqueal

Apés 24 horas da coleta das particulas, preparou-se uma
suspensao aquosa dos filtros. Devido a dificuldades inerentes de remogao
das particulas diretamente dos filtros de fibra de vidro, sub-
componentes do PM foram extraidos em agua destilada, via agitacdo em
ultrasonicador, durante 8 horas. Obteve-se uma eficiéncia de extragao de
79%, sendo determinada através do peso inicial (antes da extracao) e
final (apds a extracao) dos filtros, apds seca-los em estufa a 50° Celsius

durante 24 horas.

3.5. Instilacao Traqueal

Os ratos foram anestesiados com 3% de pentobarbital soédico na
concentracdo de 50mg/Kg de peso corpdreo, via intra-peritoneal. Apds

este procedimento, foram submetidos a intubacdo traqueal através de
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um laringoscépio pediatrico adaptado e um tubo de polietileno 16G,
funcionando como um tubo endotraqueal. 1 mL de cada solucao teste foi
injetada vagarosamente, em trés fases inspiratérias separadas, através
de uma seringa acoplada ao tubo endotraqueal. Os animais tiveram um
periodo de recuperagao entre as instilacdes, desde que foi induzido um

reflexo de apnéia em cada tempo.

3.6. Aquisicao de Dados Eletrocardiograficos e Analise da

Variabilidade da Freqiiéncia Cardiaca

Apds a intubacdo traqueal, realizou-se o ECG através da conexao
de eletrodos em agulhas previamente inseridas no espaco subcutaneo do
animal, nas seguintes posicdes: uma derivagdao retrocordial (dorso do
animal) e quatro derivacOes periféricas (patas dianteiras e traseiras).
Este procedimento foi realizado em animais previamente anestesiados

com pentobarbital sédico 3% (50mg/kg).

O aparelho de ECG utilizado é da empresa TEB - Tecnologia de
Engenharia Brasileira®, que foi desenvolvido para a utilizagdgo em
humanos (Figura 3). O software e cabos para aquisicao do sinal foram
padronizados e adaptados para a utilizagdo em roedores. Os sinais sao
filtrados, amplificados, digitalizados (500 Hz) e armazenados em um

microcomputador.
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Para a avaliacao da FC e da VFC, realizou-se o registro do ECG
durante 5 minutos consecutivos para cada periodo de analise.
Considerando que 0s nossos animais apresentam FC acima de 200
batimentos por minuto, foram analisados no minimo, 1000 batimentos.
Os intervalos R-R foram determinados manualmente. A FC, calculada
como a média do intervalo reciproco batimento a batimento, e o desvio
padrao dos intervalos R-R normais (SDNN), foram calculados
imediatamente antes (medida pré-instilacdao), 30 e 60 minutos apds a
instilacdo traqueal. Os animais foram levados ao biotério apds a

recuperacao da consciéncia.

Figura 3. Registro eletrocardiografico com as 4 derivacdes periféricas e 1
derivagao retro-cordial
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3.7. Analise Hematoldgica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sdédico 3%
(50mg/kg, intra-peritoneal), apds 24 horas de instilacdo traqueal.
Amostras de sangue foram coletadas através da puncao da aorta
abdominal e foram acondicionadas em tubos EDTA K3 para hemograma e
contagem de reticuldcitos. Contagens completas de células vermelhas,
plaquetas e células brancas foram feitas em um Analisador Hematoldgico.
Para a determinacdo dos reticulécitos, todo o sangue foi diluido com um
corante fluorescente (thiazole orange), o qual é especifico para acidos
nucléicos (Corberand, 1996). Depois de 25 segundos, a solucdo foi
examinada com um aparelho de /laser 6ptico, que fornece a porcentagem
total dos reticulécitos contados. Além disso, coletaram-se amostras de
sangue em frascos contendo citrato de sddio para a determinacao do
fibrinogénio, do tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA) e

do tempo de protrombina (TP).

3.8. Histologia e Morfometria

Apds a coleta de sangue procedeu-se a eutandsia dos animais via
seccao total da aorta abdominal. O coragao foi isolado e fixado por 48
horas em solugao de formol tamponado (10%). Antes da fixacao em

formol tamponado, retirou-se uma secgao transversal para a determinagao
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da razdo peso seco/umido. Apds a fixacao, o coracao foi cortado em trés
seccOes paralelas transversais de 2 mm aproximadamente, em ambas as

camaras ventriculares.

O pulmao esquerdo foi isolado e fixado durante 24 horas pela
instilacdo intratraqueal de solucdo de formol tamponado 10%, através de
uma pressao constante de 20 cm de agua. Apods a fixacdo, realizou-se
uma seccdo transversal na entrada do bronquio principal esquerdo. Os
cortes de coracdo e pulmdo foram embebidos em parafina e foram
processados conforme procedimentos histolégicos rotineiros. Cortes de
aproximadamente 5 ym de espessura foram preparados e corados com

Hematoxilina e Eosina.

As laminas histoldgicas foram codificadas para estudo mascarado.
A histopatologia descritiva foi realizada em todas as secgdes amostradas.
Em seccdes transversais dos ramos de artérias coronarias, mediu-se
quantitativamente a razdao entre as areas de lumen e parede (L/P). A
razao L/P pulmonar foi medida em cortes transversais de arteriolas peri-
bronquiolares (adjacentes ao bronquiolo terminal), localizadas na
transicdo de troca gasosa das vias aéreas e nas arteriolas intra-acinares.
O corte transversal dos vasos foram definidos como aqueles que possuem
uma variagao entre o didmetro maximo e minimo < 10%. As medidas
morfométricas foram realizadas em aumento de 400 vezes, usando um
procedimento padrdo de contagem de pontos através de um sistema de
teste coerente de 100 pontos e 50 linhas contidas em um quadrado de

10.000 pm®. A razdo L/P foi determinada ajustando a artéria inteira
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dentro dos limites do quadrado e quantificando o nimero de pontos
incidentes no limen ou na parede do vaso. As areas do lUmen e parede

arteriolares foram entao calculadas conforme as equacgoes (1) e (2):

(1) Area luminal = nimero de pontos incidentes no lumen x 100

(2) Area da parede = nimero de pontos incidentes na parede x 100

Apds as medidas, as arteriolas pulmonares e miocardicas foram

categorizadas pelo tamanho, de acordo com a area do lumen.

3.9. Razdo Peso Seco/Umido

A severidade do edema pulmonar e cardiaco foi avaliada pela razao
peso seco/Umido. O lobo pulmonar inferior direito inteiro e um corte
transversal do coracdo, incluindo os dois ventriculos, foram colocados em
uma placa de Petri e foram imediatamente pesados em balanca analitica
para obter o peso Umido. Logo apds, cada espécime foi mantido a 50°C
por 72 horas para obter o peso seco. A razdo peso seco/Umido foi

calculada da seguinte forma:

(3) razdo peso seco/umido= (peso umido—peso seco)/peso umido
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3.10. Analise Estatistica

Inicialmente foram feitas medidas descritivas para todos os grupos
e variaveis analisadas. A seguir, foi aplicado o teste de homogeneidade
das variancias (heteroscedasticidade) e o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para avaliar se as varidveis seguiam uma

distribuicdo normal e homogénea.

A significancia dos resultados eletrocardiograficos foram
determinados através de andlise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas. Foi utilizado o método de comparacdes multiplas de Student-
Newman-Keuls. Foram utilizadas transformacgdes logaritmicas para

estabilizar a variancia das variadveis dependentes.

Para os dados morfométricos dos vasos pulmonares e
coronarianos, testamos a significancia dos resultados através de modelos
lineares generalizados, usando como varidvel dependente tanto os
valores absolutos como as categorias da razdo L/P. Como varidveis
preditivas, consideramos termos categdricos para tratamento (filtro
branco, 100 e 500 pg do PM,5s) e trés indicadores do tamanho dos vasos
avaliados, bem como o termo de interagdao entre tratamento e tamanho.
O termo indicador para o tamanho do vaso foi incluido porque é esperado

um aumento da razao L/P na medida que a luz do vaso aumenta.

Para os paréametros hematoldgicos, a significancia dos resultados

foi determinada utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) para analisar
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as diferencas entre os grupos. Desde que houve um grau significante de
heteroscedasticidade em varias varidveis analisadas, consideramos
novamente como variavel dependente nos modelos de ANOVA, tanto os
valores absolutos como as categorias de cada pardmetro medido.
Utilizamos o teste de comparacdes multiplas de Bonferroni quando as
diferencas estatisticamente significativas foram detectadas pela ANOVA.
O nivel de significancia estabelecido foi de 5%. O pacote estatistico

empregado foi o SPSS versdo 10.0 para Windows.
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4.1. FASE1

4.1.1. Analise das Particulas

Os valores da composicao elementar medidos pela analise de ativacao
de néutrons e fluorescéncia de Raio-x (enxofre) estao descritos na Tabela 3.
Em geral, as concentracoes de enxofre, bromo, cobalto e manganés no ar da
cidade de Sao Paulo, sao maiores que os valores relatados em outros locais
como Los Angeles, New Jersey, Virginia, Boston and Phoenix, com excegao

do ferro (Prahalad e cols., 1999, Harrison e Yin, 2000).

Tabela 3 — Composicdo elementar da concentracao das particulas de PM2.5

Elementos Valores (%)
Enxofre* 3.05
Arsénio 0.30
Bromo 0.21
Cloro 2.09
Cobalto 2.65
Ferro 2.67
Lantanio 5.42
Manganés 0.64
Antimonio 0.21
Escandio 3.25
Torio 8.14

* Fluorescéncia de Raio-X
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4.1.2. Eletrocardiograma

Pode-se observar na Figura 4 o tracado eletrocardiografico do rato
anestesiado na fase pré-instilacdo. A Tabela 4 apresenta os valores da
estatistica descritiva da FC para todos o0s grupos experimentais e
periodos de analise. A FC diminuiu significativamente (p<0.001) com
tempo, refletindo provavelmente o relaxamento dos animais apods a
manipulacdao. Nao foi observado efeito de tratamento ou interagao entre
tempo e tratamento (p=0.836 e p=0.102, respectivamente). O SDNN
diminuiu com o tempo (p=0.007), e esse efeito nao foi uniforme para
todos os tratamentos, desde que uma interagao significante entre tempo

e tratamento foi observada (p=0.025).

As analises de comparacdes multiplas revelaram 2 subconjuntos:
salina, filtro branco e 100 pg de PM,s, e o segundo subconjunto
composto por filtro branco, 50 ug e 100 pg de PM,s. Animais que
receberam salina nao exibiram alteragdes substanciais de SDNN ao longo
do periodo de estudo, enquanto aqueles submetidos a instilacdo de PM; s
mostraram uma diminuicdo significativa apdés 60 minutos. Nenhuma
diferenca aparente foi observada nos animais que receberam doses
diferentes de PM, s (Grafico 1). A suspensdo aquosa de filtro branco nédo
parece ser totalmente inerte, desde que a flutuacao do SDNN durante o
estudo retorna ao estado basal ao final das observacdoes. O efeito do
tratamento foi marginalmente significativo (p=0.052). Os valores

individuais encontram-se em no item Anexos.
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Tabela 4 - Estatistica descritiva (média e desvio padrao) da freqiéncia
cardica para todos os grupos e periodos de analise

FC Pré FC 30 min FC 60 min

Salina Média 382,16 370,43 364,06
Desvio 11,38 16,83 16,84
Padrao

Filtro Branco Média 397,08 351,97 325,17
Desvio 11,24 11,47 16,28
Padrao

50 ug Média 381,06 347,46 360,24
Desvio 1,39 11,61 14,07
Padrao

100 g Média 385,45 346,85 354,37
Desvio 9,08 12,33 15,26
Padrao

WMJW' V\ﬂ A /ﬂw

V\JLMJ\r\JV\xIV\:\JL\'\JMMWI IINUIM‘ ﬁ\ﬁMm ‘\nn/\njw N
’1 UJW WM \f\JU\“ M!r d‘"(\w\ﬁuw\w\’k‘w ul“\"u M‘V MN\U&MM ’WWM

(AR AAA
WJWWWL /\nwww ﬂwm =

WWMNMMW

l
N\JMM[ n b1

Dz

l ' D3

)

VL

M (R ENMERERNERNERRER

Figura 4. Tracado eletrocardiografico do rato anestesiado

MLJL‘ NJNJ “! ML JVJLJM HMMMWQEM

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero

Tese de Doutorado



Resultados 41

Grafico 1. Média e desvio padrao dos valores do SDNN em fungao do
grupo (salina, filtro branco, 50 ug e 100 ug), nos tempos (Pré), 30 e 60
minutos apds a instilacgdo. SDNN diminuiu com o tempo (p=0.007) e
houve uma interagao significativa entre tempo e tratamento (p=0.025)
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4.2. FASE I1

4.2.1. Analise Hematologica

Os parametros hematoldgicos quantificados foram: eritrdcitos,
hematdécrito, segmentados, bastonetes, linfécitos, mondcitos,
eosindfilos, baséfilos, neutrofilos, reticuldcitos, plaquetas, fibrinogénio,
TP e TTPA. Os valores descritivos estdao descriminados na Tabela 5.
Houve um aumento significativo de reticuldocitos em ambas as doses de
PM,s (p<0.05). Os niveis percentuais do hematdcrito aumentaram
significativamente para o grupo PM 500 em relagdao ao grupo FB
(p=0.04). Os niveis de segmentados e neutréfilos diminuiram
significativamente no grupo PM 100 em relagao ao grupo PM 500
(p=0.03), enquanto que o nivel de linfécitos aumentou para o grupo

PM 100 em relagao ao PM 500 (p=0.02).

Os parametros remanescentes ndo exibiram alteragdes
significativas. Da mesma forma, nao houveram diferencas nas
guantificacdes de plaquetas, TP e TTPA. Houve uma diminuicao
significativa dos niveis de fibrinogénio nos animais que receberam 100
Mg em relacao ao FB (p=0.01). Os valores individuais encontram-se

em no item Anexos.
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Tabela 5 — Estatistica descritiva (média e desvio padrao) das células
sangliineas e fatores de coagulacdo em animais expostos ao
filtro branco, 100 pg e 500 pg de PM, s,

Grupos
Filtro Branco PM100 PM500
Média D.P. Média D.P. Média D.P.
Eritrocitos 7,88 50 8,01 41 810 50
(milhdes/mm?)
Hematocrito (%) ® 40,69 200 4276 264 43,62 1,77
Segmentados(%)® 19,17 14,81 1415 10,94 27,00 14,97
Bastonetes (%) 1,54 99 1,62 1,66 1,08 28
Linfécitos (%)® 72,75 14,11 79,62 11,89 67,31 14,21
Monécitos (%) 3,25 1,96 3,23 245 377 3,11
Eosinéfilos (%) 67 78 69 63 85 1,14
Basofilos (%) ,00 ,00 ,00 ,00 ,00 ,00
Neutrsfilos (%)® 23,33 14,30 16,46 9,82 2808 15,16
Reticuldcitos (%) ¢ 3,25 46 3,73 71 3,93 93
F(’r'ﬁi‘,’,‘;frtff) 8339 1322 7990 9896 8787 2160
Fibrinogénio ® 5o, o 940 3538 4894 3862 36,76
(mg/dl)
Protr;ﬁg;ﬁg E’SE; 23,55 1,99 24,40 1,41 24,58 1,35
Tempode 30,50 10,76 27,35 819 34,16 11,58

Tromboplastina
Parcialmente
Ativada (s)

(a) FB diferente do PM500 (p=0.04)

(b) PM100 diferente do PM500 (p<0.05)
(c) FB diferente de ambas as doses de PM (p<0.05)

(d) PM100 diferente do FB (p=0.01)
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4.2.2. Histopatologia e Morfometria

As alteracbes pulmonares observadas nos trés grupos podem ser
visualizadas na Figura 5. Animais submetidos a concentracdes de PM 100
e PM 500 desenvolveram inflamacdao pulmonar aguda no tecido alveolar,
caracterizado pelo recrutamento de neutréfilos e macrofagos na transicao
entre o bronquiolo terminal e o territério de troca gasosa com o
envolvimento do parénquima alveolar periférico. Embora nao tendo
quantificado as alteragcdes inflamatdrias pulmonares, as analises
histolégicas mostraram um padrdao dose-dependente de inflamacao
alveolar, sendo mais pronunciada no grupo PM 500. Observou-se
também um aumento do numero de células inflamatdrias nos tecidos
conectivos peri-bronquicos e peri-vasculares nos dois grupos. Ndao houve

evidéncia de inflamagdo miocardica nos grupos estudados.

O grafico 2 representa os resultados da razao L/P mensurados nas
arteriolas pulmonares intra-acinares, agregadas pelo tamanho do vaso e
exposicao. Observou-se uma diminuicao significativa da razao (L/P) de
animais expostos a ambas concentracdes de particulas (p<0.001).
Adicionalmente, a diminuicdo da razao (L/P) foi diferente entre os
animais que receberam a maior dose (500ug) em comparagdao com

aqueles que receberam a menor dose (100ug) (p=0.002).

O grafico 3 representa a razao (L/P) mensurada nas arteriolas
adjacentes ao bronquiolo terminal (peri-bronquiolares). O grupo PM 500
apresentou uma diminuigao significativa da razao (L/P), para todos os
tamanhos arteriolares, em relagao ao grupo FB e PM 100 (p<0.001). As

alteragdes arteriolares estao ilustradas na Figura 5.
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Figura 5. Fotomicrografias do tecido pulmonar dos grupos Filtro Branco
(A, D e G), PM100 (B, E e H) e PM500 (C, F e I). A a C: Arteriolas peri-
bronquiolares com diminuicao da razao L/P no grupo PM500 (C),
secundario a vasoconstricdo. D a F: Arteriolas intra-acinares com
vasoconstricdo e diminuicao da razdo (L/P) em ambos grupos PM100 (E)
e PM500 (F) comparado ao Filtro Branco (D). Note a inflamagao peri-
arteriolar nos grupos expostos ao PM. G a I: Inflamagdo alveolar aguda
em ambos grupos expostos ao PM (H and I), sendo mais pronunciada nos
animais expostos a maior dose (I). Escala em A, D, Ge I = 50 uym.
Escalaem B, C, E, Fe H = 25 um.

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Resultados

46

Grafico 2. Média e desvio padrao dos valores da razao lUmen/parede das
arteriolas pulmonares intra-acinares nos trés grupos (Filtro Branco, 100
Mg e 500ug de PMys). A razao L/P diminuiu significativamente nos grupos
gue receberam PM (100 e 500ug) em relagao ao filtro branco (p<0.001).
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Grafico 3. Média e desvio padrao dos valores da razao lUmen/parede das
arteriolas pulmonares peri-bronquiolares nos trés grupos (Filtro Branco,
100 pg e 500 pg de PM;s). A razao L/P diminuiu significativamente no
grupo PM500 quando comparado ao Filtro Branco e PM100 (p<0.001).
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O grafico 4 apresenta os resultados da razao (L/P) mensurada nas

arteriolas miocardicas. Nao foi observada diferenca entre os trés

tratamentos empregados.

Grafico 4. Média e desvio padrao dos valores da razdo lUmen/parede das
arteriolas miocardicas nos trés grupos (Filtro Branco, 100 pg e 500 ug de
PM, ). Nao foi observada diferenca entre os grupos.
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Os valores individuais encontram-se em no item Anexos.
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4.2.3. Razdo Peso Seco/Umido

A tabela 6 mostra os resultados da razdo peso seco/Umido
pulmonar e cardiaco. Houve um aumento significativo desta relacao
somente no coracao, em animais que receberam a maior dose de PM
(500 pg) quando comparado aos outros tratamentos (p<0.001). Os

valores individuais encontram-se em no item Anexos.

Tabela 6 — Média e desvio padrao da razao peso seco/umido no pulmao
e coragao de animais expostos ao filtro branco, 100 ug e 500

Mg de PM,s.
Razao Peso seco/umido
Grupos Pulmao Coracgao
Filtro Branco 0.81+ 0.02 0.86 + 0.03
PM100 0.81+ 0.02 0.84 £+ 0.05
PM500 0.81+ 0.06 0.87 £ 0.04 *

* p<0.001 comparado ao Filtro Branco e PM100 ug
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O modelo de desenvolvimento focado na industrializagdo, com sua
forma de produgdo e organizacdo do trabalho, a concentracao
populacional nas cidades, as interagdes sociedade/natureza, a
exploracdo intensa dos recursos naturais trazendo a tona a questdo
dos seus limites de renovacao, causou, ao longo dos anos, impactos
sociais e ambientais responsaveis por desequilibrios perceptiveis a todos

os habitantes do planeta.

A maior parte da energia consumida no planeta vem das chamadas
fontes sujas, principalmente petréleo e carvao mineral. Além da
contribuicao pela emissao de material particulado e outros compostos,
também favorecem a elevacdo dos niveis de CO, na atmosfera,
responsavel pelo efeito estufa e outros riscos ambientais. Na lista de
grandes geradores de energia e de problemas ambientais também estdo
as hidrelétricas. Elas sdao, teoricamente, uma fonte limpa. Mas, além de
alargarem e desestruturarem complexos ambientais, sao emissoras de
metano, um gas com poder de retencdo de calor 21 vezes maior que o do

didxido de carbono.

Pode-se concluir que o declinio ambiental ndo é produto de pobreza
ou de rigueza, mas sim do tipo de atividade humana. De qualquer forma,

estamos caminhando para avancos significativos quanto a tomada de

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero Tese de Doutorado



Discussio 52

consciéncia de que as decisdes individuais, sejam elas referentes a
alimentacdo, transporte publico, habitos e etc. refletem o modo “saudavel

ou nao” de vida em escala global.

O habito de fumar é o exemplo recente de uma politica de
limitacdo que venceu o apelo consumista da industria do cigarro. Neste
aspecto, a Organizacdao Mundial de Saulde restringiu drasticamente a
publicidade, marketing, patrocinio de eventos e advertiu sobre seus
maleficios. O mesmo ndo acontece com a industria do automodvel como
comentado por Feldmann recentemente: “"No caso dos automdveis, dada
a relevancia da industria automobilistica na economia mundial e o seu
significado para as pessoas individualmente, torna-se muito dificil operar
solucées no &mbito das instituicbes globais ora existentes” (Fabio

Feldmann - Meio Ambiente no Século 21).

Dentre as caracteristicas da cidade de S&o Paulo, estd o alto
congestionamento de suas vias e a poluigdao do ar, principalmente nos
meses de inverno com o fendmeno da inversdo térmica. Cabe aqui um
questionamento: Como introduzir uma mentalidade voltada a
preservacao e qualidade do ar em uma sociedade que depende de uma
economia consumista para continuar existindo? Como podemos deixar de
almejar o carro do ano com seus inumeros itens que de tao
desnecessarios induzem ao vicio do conforto? Ao meu ver, deveria haver
um esforgo no sentido de informar o consumidor sobre o impacto de suas

escolhas, seja positivo ou negativo.
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Atualmente, uma das metas do LPAE é estudar os fatores que
favorecem a morbidade e mortalidade cardiovascular pela exposicao ao
ar poluido das grandes cidades. Neste contexto, a cidade de Sao Paulo
ofereceu a vantagem de dar subsidios em forma de matéria-prima aos

nossos estudos: as particulas que poluem sua atmosfera.

O mecanismo fisiopatoldégico da associacdo entre mortalidade
cardiaca e poluicdo do ar ndo é conhecido ainda. Segundo Zareba e cols.
2001, a morte cardiaca é conseqléncia de uma atuacdao reciproca
complexa entre o sistema nervoso autbnomo, mediando o controle do
sistema cardiovascular, um substrato miocardico (que pode ser alterado
no processo patoldgico das doencas) e a vulnerabilidade miocardica

levando a uma resposta arritimogénica ou isquémica (Figura 6).

Sistema Nervoso Autonomo

Morbidade e Mortalidade
Cardiovascular

Substrato Miocardico |4mmmp |Vulnerabilidade Miocardica

Figura 6. Representacdo esquematica de Zareba e cols., 2001
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Segundo este autor, a presenca de um Unico fator ndo é suficiente
para desencadear a morte. Neste caso, a poluicao do ar pode induzir uma
cascata de eventos pelo aumento da ativacao simpatica, que pode alterar
0 substrato miocardico ou aumentar a sua vulnerabilidade, ocasionando
taquiarritimias ventriculares, agravamento da isquemia, aumento de
viscosidade sanguinea, ICC e morte. Neste contexto, o monitoramento de
parametros eletrocardiograficos e marcadores sanguineos pode refletir os

componentes “chave” da mortalidade cardiaca.

A diminuicdo da VFC é um marcador de risco de mortalidade em
pacientes com problemas cardiacos, principalmente IAM (Kleiger e cols.,
1987; Vaishnav e cols., 1994; Carney e cols.,2001; Sosnhowski e cols.,
2002) e ICC (Boveda e cols., 2001), além do risco aumentado de morte
subita (La Rovere e cols., 2003; Galinier e cols., 2000). A importancia
fisioldgica das alteracdes da VFC nao estd totalmente compreendida,
porém, € reconhecido o papel da disfuncdo autondmica na mortalidade
cardiovascular, onde as medidas da VFC fornecem indicadores
quantitativos e bem definidos da fungdo autonOmica cardiaca (Task
Force, 1996). Estas informagOes foram importantes para alavancar
estudos epidemioldgicos e experimentais com a proposta de elucidar os
mecanismos responsaveis pela associacdao da poluicdo do ar com a

morbi-mortalidade cardiovascular.

Nossos resultados indicam que a medida da VFC total (SDNN) foi
mais sensivel para detectar as alteragdes cardiacas causadas pela

instilacdo do PM,s. Como demonstrado no Grafico 1, o SDNN comegou a
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diminuir rapidamente 30 minutos apds a instilacdo traqueal. De fato,
devido as limitagdes do estabelecimento de nosso experimento -
gravacOes de ECG utilizando eletrodos ao invés de telemetria — nao foi
possivel acompanhar as alteracdes no SDNN por longos periodos de
tempo. Esta informagdo poderia ser valiosa quanto a magnitude e
duragcdo das alteracoes no SDNN. O mesmo resultado (uma diminuigao
rapida e aguda no SDNN) foi previamente observado em ratos com IAM
expostos a rofa (residual oil fly ash) (Wellenius e cols., 2002). No
presente estudo, avancamos no sentido de demonstrar que a diminuicao

III

no SDNN pode acontecer com as particulas finas em “mundo real” e com

animais saudaveis.

Alguns estudos epidemioldgicos também demonstraram que niveis
elevados de PM,s alteram o balanco do sistema nervoso autbnomo e
favorecem a diminuigao da VFC na exposicao ocupacional (Magari e cols.,
2001) e, em idosos (Gold e cols., 2000) principalmente aqueles com

desordens cardiacas prévias (Liao e cols.,1999).

O estudo de Pope e colaboradores, conduzido no Vale de Utah
(E.U.A) em 1999, utilizou o monitoramento eletrocardiografico de sete
individuos durante 29 dias, durante e apds episddios de poluicdo elevada,
somente avaliando material particulado menor que 10 um (PM;yp). Neste
estudo, um aumento de 100 pg/m? foi associado a uma diminuigdo de 18
ms no SDNN apds 24 horas. Gold e colaboradores em 2000, na cidade de
Boston, demonstraram que um aumento de PM,s nas quatro horas

prévias a pratica de exercicios fisicos foi associado a um declinio em 24
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ms em ambos SDNN e r-MSSD de individuos com idade entre 53 a 87
anos. Os dados na literatura ainda sao limitados a respeito da associagao
da VFC e material particulado fino, no entanto, eles indicam que em
algumas populacdes ou condicdes patoldgicas especificas, essa poluicdo

particulada pode influenciar o ajuste da VFC e ocasionar a morte.

Em nosso estudo, a FC ndao mostrou-se um parametro sensivel
para caracterizacdo dos efeitos do PM, s no periodo de tempo avaliado. Os
estudos de instilacdo em roedores com rofa mostraram que, excluindo o
periodo de bradicardia que ocorre imediatamente apds a instilacdo,
alteracdes na FC ocorrem somente apods longos periodos e com doses
bem maiores que as doses empregadas neste estudo (Watkinson e cols.,
2001; Campen, 2002). Em humanos, a elevacdao da FC durante a
hospitalizacao tem sido preditivo de morte em pacientes com IAM
(Hjalmarson e cols., 1990) e pode aumentar em episddios de poluicdo

(Peters e cols., 1999).

Alteragdes inflamatérias pulmonares sao relativamente evidentes
em animais expostos ao PM,s, a ponto que foi possivel distinglir as
laminas histoldgicas que pertenciam aos animais expostos e aos animais
controles. Com o intuito de evitar uma interpretacdao tendenciosa, o
patologista que conduziu os estudos histopatoldgicos descritivos nao
relatou seus achados e as ldminas codificadas foram entregues para
avaliagdo morfométrica. Nossos achados estdo de acordo com varios
estudos prévios e confirmam totalmente o potencial inflamatério das

particulas urbanas finas.
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Observamos um estreitamento significativo da vasculatura
pulmonar nos animais expostos ao PM,s, sendo este efeito mais
proeminente nas arteriolas intra-acinares. Este resultado confirma um
estudo prévio do nosso grupo de que a vasculatura pulmonar é alvo de
particulas urbanas (Batalha e cols., 2002). Devido ao curto periodo de
tempo entre a instilacdo e a avaliacdo (24 horas), € mais provavel que o
estreitamento da vasculatura pulmonar seja devido a constricdao do que
sendo dependente de um significante remodelamento arteriolar. Nossos
resultados sugerem que a exposicao a particulas ambientais modifica o
balango entre vasoconstricdo e vasodilatacdo a nivel pulmonar. O
endotélio é ativado por citocinas circulantes que induzem a producao de
oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio e endotelinas nas paredes dos
vasos, 0s quais sao potentes constritores do musculo liso. Bouthillier e
cols., 1998 mostraram aumento dos niveis de endotelina-1 no plasma de
ratos apds inalacdo de particulas urbanas, sugerindo a ativacdo dos

mecanismos de vasoconstricdo.

O conceito de que as particulas induzem constricao das arteriolas
pulmonares é nova e abre novas possibilidades para o estudo do prejuizo
cardiaco, pelo fato da constricdo da vasculatura pulmonar levar a um
aumento de sobrecarga cardiaca. O ventriculo com sobrecarga de
pressao pode desenvolver hipertrofia em razdo do aumento da resisténcia

dentro da circulagao pulmonar.

Dados epidemiolégicos recentes indicam que pacientes com ICC

estdo entre aqueles com alta susceptibilidade aos efeitos da exposicao a
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poluicdo (Mann e cols., 2002). Em face aos nossos achados, a
possibilidade de um aumento de carga ao ventriculo direito induzida pelas
particulas podera posteriormente deteriorar a performance cardiaca de
individuos com ICC, explicando possivelmente um dos mecanismos

relacionados a poluicdo e doencas cardiacas.

Torna-se importante enfatizar que um incremento de carga
mecanica ao coracdo induz a um aumento de consumo de oxigénio pelas
células cardiacas, predispondo ao desenvolvimento de hipdxia cardiaca
em situacbes aonde a oferta de oxigénio aos cardiomidcitos é
insuficiente. Hipdxia miocardica € um evento que predispde tanto ao IAM
(Peters e cols., 2001) quanto arritimias (Peters e cols., 2000; Watkinson

e cols., 1998), eventos relacionados a poluicdo relatados na literatura.

A inspecdo da Figura 5 mostra que, embora haja pequena
expansdo do tecido conectivo perivascular e peribrénquico pelo edema
intersticial, ndao observa-se edema intra-alveolar nos animais que
receberam PM, mesmo com a maior dose. Este achado estd em
concordancia com a observacdo de um aumento leve e insignificante da
razao peso seco/Umido pulmonar, demonstrado na tabela 6. De fato, a
magnitude do recrutamento celular inflamatério claramente pressupde
exudacdo de fluido para o espaco alveolar. Este achado € interessante e

talvez esteja relacionado a composicao peculiar de nossas particulas.

Infelizmente, nao temos uma caracterizagdo compreensiva da

composicao quimica das particulas empregadas neste estudo. Foram
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medidos somente 11 elementos e ndao temos a informacdo sobre o
material organico aderido ao PM. Assumindo que o conteido de enxofre
esta principalmente na forma de sulfato, os niveis deste componente em
nossas amostras nao estao muito altos. Considerando que nossa frota de
veiculos leves utiliza uma mistura de gasolina com 22% de etanol, é
relativamente provavel que o PM na nossa cidade contenha uma
proporcdo significativa de compostos organicos volateis (incluindo
aldeidos) e nitratos. De fato, a composicao das particulas mostrou
influenciar a toxicidade in vivo (Costa e Dreher, 1997; Dreher e cols.,
1997; Kodavanti e cols., 1998; Dye e cols., 2001; Campen e cols., 2001;
Ghio e cols., 2002; Saldiva e cols., 2002; Schins e cols., 2004) e in vitro
(Carter e cols., 1997; Prahalad e cols., 1999; Osornio-Vargas e cols.,
2003; Gonzalez-Flecha, 2004). E tentador especular que as
caracteristicas do cenario da nossa poluicdo determina a predominancia
de acumulo celular nos pulmdes de nossos animais. No entanto, a
informacdo limitada sobre a composicao de nossas particulas nos previne
de delinear hipdéteses mecanisticas e indica a necessidade de estudos
futuros, provavelmente comparando nosso PM com amostras de locais

com fontes diferentes de poluigao.

Apesar da significante inflamagao pulmonar observada em nosso
estudo, encontramos alteragbes de baixa intensidade em marcadores
sanguineos. Detectamos uma diminuicdo nos niveis de fibrinogénio,
segmentados e neutroéfilos nos ratos expostos a menor dose de PM,s.

Uma explicacdo possivel seria de que a baixa dose de particula induziu
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uma aderéncia transitéria de neutrdéfilos na microvasculatura. No sangue
que flui normamente através das vénulas, os eritrécitos ficam confinados
a uma coluna axial central, deslocando os leucécitos na direcdo da parede
vascular. Acontece que no inicio do processo inflamatoério ocorre a
diminuicdo da velocidade de fluxo sanguineo apds a vasodilatacao
induzida pelos mediadores, e isto favorece a marginacdo dos leucdcitos.
Como o sistema da coagulacao e a inflamagao sao processos intimamente
relacionados, a baixa dose de PM,s também favoreceu o consumo de
fibrinogénio, possivelmente pela ativacdao da trombina que é responsavel
pela clivagem do fibrinogénio sollvel circulante para gerar um coagulo
insoluvel de fibrina. Estas alteracdes foram revertidas em altas doses,
com a liberacao de neutrdfilos e fibrinogénio pela medula dssea e figado,

respectivamente.

Com respeito a esses achados, as alteragcbes hematoldgicas
observadas em nosso estudo sao menos intensas que outros achados
relatados em estudos prévios que demonstram aumentam dos niveis de
fibrinogénio (Gardner e cols., 2000; Ghio e cols., 2000; Schwartz 2001).
Encontramos resultados semelhantes em estudos prévios de nosso
grupo. Medeiros e cols. em 2004, encontraram aumento nos niveis de
fibrinogénio em animais submetidos a instilagcdo de particulas residuais
de 6leo combustivel (Medeiros e cols., 2004). Santos e cols. 2004,
estudaram tralhadores da CET-PMSP durante agosto de 2000 e agosto de
2001, com a monitorizacdo de ECG, espirometria, marcadores sanguineos

inflamatérios e de coagulagdo. Os resultados relevaram que
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concentragdes elevadas de CO, SO2 e PM10 promovem a elevagao do
hematdcrito, fibrinogénio,  proteina  C-reativa, velocidade de

hemossedimentacdao, no tempo e na atividade de protrombina.

7

E possivel que nosso PM,s contenha substancias com baixa
solubilidade e capacidade de alcancar a circulagao sistémica. No entanto,
€ notavel que os reticuldcitos aumentam apds instilacdo de particulas.
Estudos prévios (Tan e cols., 2000; Van Eeden e Hogg, 2002; Goto e
cols., 2004; Medeiros e cols., 2004) também observaram que a medula
o0ssea € responsiva a particulas inaladas. O numero aumentado de
reticuldcitos talvez altere a viscosidade sanguinea, a qual pode contribuir
com o aumento de carga ao coragao, bem como favorecer a formagao de
coagulos sanguineos. Resumindo, os resultados hematoldgicos sugerem
que alteracbes de parametros sanguineos induzidas pela inalacdo de
particulas, participam na patogénese da gravidade de ICC e doencas

isquémicas do miocardio associadas a poluicao do ar.

Edema cardiaco foi observado nos animais que receberam a maior
dose de PM, 5. Os pulmdes nao exibiram tais alteragdes, sugerindo que a
drenagem linfatica pulmonar foi um mecanismo bastante eficiente. O
edema cardiaco pode ocorrer como conseqiUéncia de condicbes
patoldgicas e fisioldgicas severas (Geissler e Allen, 1998), porém, o
desenho do nosso estudo nao permite o esclarecimento desta
patogénese. De qualquer maneira, a presenca de edema cardiaco,
avaliado 24 horas apés a instilacdo de particulas, estd coerente com a

hipétese de que as particulas afetam o funcionamento cardiaco.
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4

E importante caracterizar as limitacdes de nosso estudo com o
objetivo de melhor avaliar sua real contribuicdao. Primeiro, a exposicao ao
PM,s foi através da instilacdo traqueal de uma suspensdo aquosa ao
invés de inalacdo, e, com uma dose superior da que seria esperada
depositar nos pulmdes em condigdes reais. Segundo, devido as particulas
terem sido extraidas por sonicacdo em meio aquoso, nosso procedimento
provavelmente favoreca a presenca de componentes solUveis do PM,; s,
tais como metais de transicdao. Os estudos em humanos diferem dos
estudos experimentais por avaliarem os efeitos da exposicao crénica aos
poluentes e os resultados estdo sujeitos a presenca de outras variaveis
climaticas (temperatura, umidade, pluviosidade) e caracteristicas
inerentes a cada localidade como trafego, fonte de particulas, geografia,

dispersdo dos ventos e etc..

Concluindo, a instilacao da suspensao aquosa de PM,s induz a
reducdao do SDNN e promove alteracdes pulmonares e cardiacas em ratos
saudaveis, mesmo quando marcadores de inflamacdo sistémica ndo sdo
evidentemente alterados. A vasculatura pulmonar foi marcadamente
afetada resultando em importante vasoconstricdo. Observamos também
gue a medula éssea também participa da resposta aguda das particulas
que atingem os pulmdes. Os efeitos de VFC foram observados apéds 1
hora e em concentracdes abaixo de 100 microgramas. Apesar das
diferencas entre os procedimentos experimentais e o ambiente no qual os

humanos vivem, nossos resultados fornecem argumentos a favor de
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plausibilidade bioldgica de eventos cardiacos subitos, associados com a

exposicdo de particulas, relatados na literatura epidemioldgica.

A totalidade dos resultados confirmam as conclusdes de que as
particulas finas da cidade de Sao Paulo afetam ndo somente os pulmdes,
mas também o coragdo. As evidéncias de que somente componentes
especificos do material particulado fino ou interagdes entre as particulas
estao envolvidos com as disordens cardiovasculares relacionados com a
depressao do sistema nervoso autbnomo, devem ser exploradas em

estudos experimentais futuros.

Apesar do crescimento da consciéncia ambiental, vale considerar
gue a preocupacao com o futuro ainda tem sido insuficiente para mudar o
presente. Os novos valores de educacdo ambiental tém sido incapazes de
alterar o modo de producao das tecnologias sujas em prol da qualidade
de vida e saude dos habitantes deste planeta. Cabe a nds, cientistas,
principalmente aqueles que estudam os efeitos da poluicdo ambiental na
salde humana, continuar lutando para solucionar os mecanismos pelo
qual a degradacdo ambiental atinge a saude e bem-estar dos seres vivos

e buscar alternativas para combaté-la.
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O presente trabalho permite concluir que o PM, s da cidade de Sao

Paulo promove os seguintes efeitos em ratos saudaveis:

Eletrocardiograficos: alteracdo do balanco do sistema
nervoso autbnomo através da diminuicdo da variabilidade da
freqiiéncia cardiaca, nos animais que receberam ambas as
doses de material particulado, apdés 60 minutos. A freqliiéncia
cardiaca teve um comportamento similar nos animais controles

e expostos;

Hematoloégicos: diminuicdo nos niveis de fibrinogénio,
segmentados e neutrdéfilos nos ratos expostos a menor dose de
PM, s sugerindo alteragdes de coagulabilidade. A medula dssea
é reativa ao PM, s pelo aumento significativo na percentagem

de reticuldcitos;

Histolégicos: inflamagdao pulmonar significante e dose-

dependente com estreitamento significativo da vasculatura pulmonar,

sendo este efeito mais proeminente nas arteriolas intra-acinares. Nao

constatamos a presenca de edema pulmonar, porém a presenca de

edema cardiaco sugere que o funcionamento do coracgao foi prejudicado.
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7.1. Valores individuais de todos os parametros avaliados

Tabela 7 - Valores individuais e desvio-padrdo da FC nos tempos pré, 30 e 60 minutos

Animal Grupo Fr.Pré | Fr.30 | Fr. 60 | DesvioFreq.Pré | DesvioFreq.30 | Desvio Freq.60

1 Salina 371,1 [419,2 | 388,4 5,42 25,37 14,99
2 Salina 323,8 [292,9|295,5 5,29 8,13 13,05
3 Salina 351,6 |370,5|391,6 4,63 5,54 7,82
4 Salina 369,5 | 404 |1415,8 7,59 8,98 23,65
5 Salina 376,2 | 389,9|395,2 19,39 21,84 16,91
6 Salina 445,8 |428,9|416,5 3,91 20,27 13,32
7 Salina 330,8 | 358,4|275,1 18,66 5,5 6,83
8 Salina 408,8 [ 396,2 | 392,9 27,39 25,37 23,53
9 Salina 394,3 | 399 |381,3 26,99 22,19 13,12
10 Salina 360,9 |248,3|251,2 7,58 9,85 7,26
11 Salina 410,6 [430,4|418,1 24,69 28,96 24,74
12 Salina 4425 |307,5| 347,1 14,31 5,87 7,09
1| Filtro Branco | 349,7 |295,1|243,7 7,74 15,56 5,84
2| Filtro Branco | 397,7 |350,5|329,4 19,72 8,78 4,29
3| FiltroBranco | 448,1 |426,2|322,1 7,77 7,63 10,38
4| Filtro Branco | 404,1 | 339 |390,6 7,87 9,91 8,88
5| FiltroBranco | 412,7 |377,2|442,8 8,68 23,28 9,74
6| Filtro Branco 429 |376,9|317,8 28,39 14,81 9,52
7| FiltroBranco | 455,3 [400,7|371,8 10,21 39,82 9,84
8| FiltroBranco | 372,2 [312,4|320,2 13,1 9,01 416
9| FiltroBranco | 319,3 |376,9|333,3 6,87 7,81 5,58
10| Filtro Branco | 379,8 | 315,3|296,9 4,88 19,71 9,73
11| Filtro Branco | 407,6 | 328,5|254,9 9,66 6,03 8,96
12| Filtro Branco | 389,5 | 325 |278,6 12,88 4,08 9,9
1 50 ug 399,9 | 369,4|399,3 29,93 5,04 2,96
2 50 ug 404,5 | 319,1| 358,1 5,66 16,16 3,41
3 50 ug 392,3 1389,4|433,8 15,77 28,6 6,11
4 50 ug 390,1 |413,6|412,1 4,05 4,42 4,67
5 50 ug 281,9 | 357,6 | 353,3 10,35 9,38 3,2
6 50 ug 459,1 | 343,5|378,1 6,12 22,24 25,63
7 50 ug 383,1 |361,7 | 369,8 29,72 41,28 10,71
8 50 ug 380,3 | 309,8|309,8 3,73 4,2 3,96
9 50 ug 368,1 | 300,6 | 284,1 4,64 8,57 12,16
10 50 ug 419,5 (417,4|401,9 8,67 3,6 3,47
11 50 ug 358,1 | 336,3 | 398,1 13,41 38,98 9,24
12 50 ug 355,3 |1295,9|297,3 23,46 14,78 8,41
1 100 ug 380,9 |392,7|373,4 15,27 21,02 15,96
2 100 g 398 [352,9|336,4 20,28 8,04 10,05
3 100 g 406,3 |377,2|300,7 20,93 8,94 4,66
4 100 g 384,3 |1319,5|410,1 15,92 21,16 7

5 100 ug 413,8 |264,7 | 270,8 6,1 7,46 3,39
6 100 g 400,6 | 308 |342,3 14 11,5 3,62
7 100 g 344 |325,8| 385 19,41 16,28 26,34
8 100 g 414 |354,8 | 286,6 12,59 7,88 3,54
9 100 g 400,9 | 356,1|384,3 0,5 13 3,36
10 100 ug 409,8 |358,7 | 386,8 23,97 24,12 4,17
11 100 ug 359,5 |428,8| 448 8,27 13,19 11,41
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Tabela 8 - Valores individuais e desvio-padrao dos intervalos RR nos tempos pré,
30 e 60 minutos.

Animal Grupo RR Pré | RR 30 | RR60 | Desvio RRPré | Desvio RR 30 | Desvio RR 60
1 Salina 161,7 | 143,6 | 154,7 2,36 8,53 6,52
2 Salina 185,3 | 205 | 203,5 2,83 5,37 8,78
3 Salina 170,7 | 162 | 153,3 2,25 2,45 3,37
4 Salina 162,4 | 148,6 | 144,8 3,47 3,47 9,53
5 Salina 159,9 | 154,4 | 1521 8,16 8,77 6,07
6 Salina 134,6 | 140,2 | 144,2 1,2 7,01 4,55
7 Salina 182 | 167,5 | 218,2 10,26 2,5 5,43
8 Salina 147,4 | 152,1 | 153,2 9,72 10,13 9,08
9 Salina 152,9 | 150,9 | 157,5 11,07 8,36 4,48

10 Salina 166,3 | 241,9 | 239,1 3,45 9,49 6,52
11 Salina 146,7 | 140,1 | 144 9,2 9,82 8,58
12 Salina 135,7 | 195,2 | 1729 4,33 1,73 3,51
1| FiltroBranco | 171,7 | 203,9 | 246,3 3,78 10,71 5,86
2| Filtro Branco 151,2 | 171,3 | 182,2 7,57 4,34 2,37
3| Filtro Branco | 133,9 | 140,8 | 186,5 2,3 2,53 6,04
4| FiltroBranco | 148,5 | 177,1 | 1563,7 2,92 5,19 3,51
5| FiltroBranco | 145,5 | 159,6 | 135,6 3,06 9,63 2,96
6| FiltroBranco | 140,5 | 154,5 | 188,9 10,4 6,44 5,76
7| Filtro Branco 131,9 | 151,3 | 161,5 2,97 16,15 4,24
8| FiltroBranco | 161,4 | 192,2 | 187,4 5,65 5,57 2,41
9| Filtro Branco 188 | 159,2 | 180,1 4,03 3,32 3,06
10| Filtro Branco 158 191 | 202,3 2,04 12,08 6,57
11| FiltroBranco | 147,3 | 182,7 | 235,7 3,53 3,37 8,38
12| Filtro Branco 154,2 | 184,6 | 215,6 5,07 2,31 7,6
1 50 ug 164,7 | 162,5 | 150,3 7,05 2,22 1,15
2 50 ug 148,4 | 188,6 | 167,6 2,09 9,91 1,61
3 50 ug 153,2 | 137,2 | 138,3 6,2 0,83 1,96
4 50 ug 153,8 | 145,1 | 145,6 1,61 1,55 1,64
5 50 ug 213,1 | 167,9 | 169,9 7,7 4,43 1,6
6 50 ug 130,7 | 175,4 | 159,4 1,75 11,2 1,66
7 50 ug 1576 | 168 | 1624 13,13 18,37 4,49
8 50 ug 157,8 | 193,7 | 193,7 1,55 2,65 2,47
9 50 ug 163 | 199,8 | 211,6 2,1 1,3 5,2
10 50 ug 143,1 | 143,7 | 149,3 2,98 1,22 1,28
11 50 ug 167,8 | 179,4 | 150,8 6,28 10,19 3,52
12 50 ug 169,6 | 203,3 | 202 11,05 10,39 5,66
1 100 pg 192,6 | 186,4 | 183,2 7,2 3,7 2,6
2 100 ug 151,2 | 170,1 | 178,5 7,61 3,89 5,33
3 100 ug 148,1 | 159,2 | 199,6 7,61 3,77 3,1
4 100 ug 156,4 | 188,6 | 146,3 7,29 11,18 2,48
5 100 pg 145 | 226,9 | 221,6 2,12 6,6 2,78
6 100 pg 150 | 195,1 | 175,3 5,36 7,3 1,88
7 100 ug 174,5 | 184,6 | 156,6 9,89 8,78 1,73
8 100 ug 145,1 | 169,2 | 209,4 4,54 3,73 2,59
9 100 ug 149,7 | 168,7 | 156,1 3,19 6,29 1,35
10 100 pg 146,9 | 168 | 155,1 8,28 10,41 1,67
11 100 ug 167 | 140,1 | 134 3,83 4,35 3,37
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Tabela 9 - Valores individuais dos parametros sangiineos nos grupos FB, 100 e
500 pg de PM; s,

Animal Grupo eritrocito hematocrito leucécitos | segmentados | bastonetes
1| Filtro Branco 7,77 41,6 3,95 19 1
2| Filtro Branco 7,57 39,5 5,76 54 1
3| Filtro Branco 8,12 411 3,45 11 1
4| Filtro Branco 8,91 44,3 2,38 29 3
5| Filtro Branco 8,09 41,7 4,91 39 1
6| Filtro Branco 7,63 40,2 2,29 8 1
7| Filtro Branco 7,55 38,9 4,38 1 3,5
8| Filtro Branco 8,16 42,6 5,14 14 1
9| Filtro Branco 6,82 36,6 4,41 11 1

10| Filtro Branco 7,88 40,7 5,35 10 1
11| Filtro Branco 7,83 39,2 3,84 17 1
12| Filtro Branco 8,25 41,9 4,14 17 3
1 100 ug 8,21 44 2,82 7 1
2 100 ug 8,43 44 1 4,92 32 1
3 100 ug 8,51 46,4 412 10 1
4 100 ug 8,64 43,8 2,9 21 2
5 100 ug 8,03 45,6 2,83 17 1
6 100 ug 8,25 46,6 1,84 8 2
7 100 ug 7,61 40,9 1,55 1 7
8 100 pg 7,5 40,3 1,96 36 1
9 100 ug 8,04 43,8 3,83 2 1
10 100 ug 7,24 38,4 2,97 16 1
11 100 ug 7,84 40,4 4,2 10 1
12 100 ug 7,95 40,6 2,99 20 1
13 100 ug 7,92 41 3,8 4 1
1 500 pg 7,89 39,7 2,89 28 1
2 500 g 8,06 42,2 4.8 13 1
3 500 g 7,26 41,7 4,25 15 1
4 500 pg 8,47 429 5,34 38 1
5 500 pg 7,61 43,9 5,74 15 1
6 500 pg 7,73 44 4 3,52 62 2
7 500 g 8,47 46,8 5,61 51 1
8 500 g 7,77 43,9 3,82 20 1
9 500 pg 7,89 447 2,61 18 1
10 500 pg 8,54 43,2 6,13 28 1
11 500 pg 8,08 447 4,28 25 1
12 500 g 9,22 45,2 3,76 22 1
13 500 pg 8,32 43,7 3,6 16 1
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Tabela 9 - Valores individuais dos parametros sangiUineos nos grupos FB, 100 e
500 pg de PM; s,

Animal Grupo linfocitos | monécitos | eosinodfilos | basoéfilos | neutréfilos | reticulocitos
1| Filtro Branco 76 2 2 0 20 4.1
2| Filtro Branco 44 1 0 0 55 3,6
3| Filtro Branco 85 2 1 0 12 3,3
4 | Filtro Branco 65 3 0 0 32 3,1
5| Filtro Branco 53 5 2 0 40 2,8
6| Filtro Branco 86 4 1 0 9 3,5
7| Filtro Branco 60 4 0 0 36 3,7
8| Filtro Branco 82 2 1 0 15 3
9| Filtro Branco 80 8 0 0 12 3,2

10| Filtro Branco 88 1 0 0 11 3,1
11| Filtro Branco 79 3 0 0 18 2,4
12| Filtro Branco 75 4 1 0 20 .
1 100 pug 89 3 0 0 8 4.3
2 100 ug 56 10 1 0 33 2,5
3 100 ug 86 2 1 0 11 3,7
4 100 ug 71 5 1 0 23 3,8
5 100 pug 78 3 1 0 18 3,4
6 100 pug 88 2 0 0 10 2,5
7 100 ug 90 2 0 0 8 3,3
8 100 pg 58 4 1 0 37 3,4
9 100 ug 87 1 0 0 12 4.5
10 100 pug 81 1 1 0 17 4.4
11 100 pug 84 3 2 0 11 47
12 100 ug 74 5 0 0 21 3,7
13 100 ug 93 1 1 0 5 4,3
1 500 pg 67 4 0 0 29 3
2 500 pg 85 1 0 0 14 3,9
3 500 pg 81 3 0 0 16 5,7
4 500 pg 60 1 0 0 39 3,8
5 500 g 75 9 0 0 16 3,7
6 500 pg 34 1 1 0 64 4,2
7 500 pg 44 3 1 0 52 4.4
8 500 pg 69 10 0 0 21 3,2
9 500 pg 76 2 3 0 19 3,1
10 500 g 68 2 1 0 29 3,6
11 500 pg 69 5 0 0 26 5,8
12 500 pg 74 1 2 0 23 2,8
13 500 pg 73 7 3 0 17 3,9
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Tabela 9 - Valores individuais dos parametros sangiineos nos grupos FB, 100 e

500 pg de PM; s,

Animal Grupo plaquetas fibrinogénio TP TTPA
1 Filtro Branco 744 370 23,1 24
2 Filtro Branco 831 432 22,6 24
3 Filtro Branco 928 388 23,1 24
4 Filtro Branco 639 403 24,2 24
5 Filtro Branco 828 341 25,8 414
6 Filtro Branco 1022 451 27,6 24
7 Filtro Branco 615 377 24,2 51,6
8 Filtro Branco 884 367 22,4 24
9 Filtro Branco 838 383 21,5 44

10 Filtro Branco 790 463 21 24
11 Filtro Branco 831
12 Filtro Branco 1057 . . .
1 100 ug 963 328 23,9 24
2 100 ug 560 485 23,5 45,2
3 100 ug 758 370 25,7 24
4 100 ug 746 388 28,1 46,4
5 100 pg 749 362 25,5 24
6 100 ug 758 338 24.4 24
7 100 ug 874 350 24,3 24
8 100 pg 813 352 234 24
9 100 ug 805 315 24,7 24
10 100 pg 827 287 24,1 24
11 100 ug 866 341 23,1 24
12 100 ug 909 330 22,7 24
13 100 ug 759 . 23,8 24
1 500 pg 259 409 25 24
2 500 pg 925 422 22,6 24
3 500 g 835 367 25 44 4
4 500 ug 1137 338 24,7 52,7
5 500 g 1066 397 22,6 51,8
6 500 pg 934 355 23,4 24
7 500 g 927 439 23,5 36,1
8 500 g 866 383 247 24
9 500 ug 766 330 24,9 43,1
10 500 g 807 367 26,7 24
11 500 pug 1020 439 26,6 24
12 500 g 842 415 25,3 37,8
13 500 g 1039 360
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Tabela 10 - Valores individuais da razdo peso seco/umido nos grupos FB, 100 e

500 ug de PM; s,

Animal Grupo Pulmao Coragao
1 Fitro Branco 0,8 0,82
2 Fitro Branco 0,78 0,85
3 Fitro Branco 0,79 0,84
4 Fitro Branco 0,79 0,82
5 Fitro Branco 0,88 0,9
6 Fitro Branco 0,83 0,84
7 Fitro Branco 0,83 0,86
8 Fitro Branco 0,82 0,86
9 Fitro Branco 0,82 0,89

10 Fitro Branco 0,82 0,88
11 Fitro Branco 0,82 0,9
12 Fitro Branco 0,81 0,9
1 PM 100ug 0,78 0,81
2 PM 100ug 0,78 0,78
3 PM 100ug 0,78 0,78
4 PM 100ug 0,79 0,78
5 PM 100ug 0,79 0,79
6 PM 100ug 0,85 0,87
7 PM 100ug 0,83 0,85
8 PM 100ug 0,82 0,85
9 PM 100ug 0,86 0,87
10 PM 100ug 0,83 0,85
11 PM 100ug 0,83 0,89
12 PM 100ug 0,82 0,9
13 PM 100ug 0,82 0,91
1 PM 500ug 0,82 0,93
2 PM 500ug 0,82 0,88
3 PM 500ug 0,81 0,91
4 PM 500ug 0,81 0,92
5 PM 500ug 0,81 0,89
6 PM 500ug 0,82 0,9
7 PM 500ug 0,81 0,94
8 PM 500ug 0,83 0,93
9 PM 500ug 0,81 0,94
10 PM 500ug 0,81 0,92
11 PM 500ug 0,82 0,89
12 PM 500ug 0,81 0,92
13 PM 500ug 0,81 0,9
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Tabela 11 - Valores individuais dos indices morfométricos das arteriolas intra-
acinares, peri-bronquiolares e arteriolas miocardicas
rato | grupo | luz IA parede | luz parede | luz parede L/PIA|L/PPB |L/P cor
1A PB PB cor cor

1|/FB 6 7 3 7 12 12| 0,86 0,43 1
1|/FB 9 12 4 3 0,4 20| 0,75 1,33 0,02
1|/FB 3 8 8 20 12 20| 0,38 0,4 0,6
1|/FB 2 5]. 8 20 04]. 0,4
1|/FB 5 2. 32 44 25]. 0,73
1|/FB 7 8]. 16 32| 0,88]. 0,5
1|FB 4 7. 12 16| 0,57]. 0,75
1|/FB 9 5]. 1,8].
1|/FB 6 7. 0,86 .
1|/FB 7 11]. . . . 0,64]. .
2[100ug 7 9 5 6 16 24| 0,78 0,83 0,67
2| 100ug 9 11 16 11 9 26| 0,82 1,45 0,35
21100ug 21 16 15 11 13 21 1,31 1,36 0,62
2/100ug 6 10 11 16 9 49 0,6 0,69 0,18
2[100ug 15 11]. 3 9| 1,36]. 0,33
2[100ug 4 13]. 10 21| 0,31]. 0,48
2| 100ug 5 8. 13 45| 0,63]. 0,29
21100ug 5 22]. 9 42| 0,23]. 0,21
3|500ug 3 7. 16 20| 0/43]. 0,8
3|500ug 1 10]. 7 27 0,1]. 0,26
3|500ug 11 26 |. 6 33| 042]. 0,18
3 |500ug 8 16 |. 0,5
3 1500ug 8 24 . 0,33
31500ug 4 24 . 0,17
3 |500ug 8 16 |. 0,5
3 |500ug 14 38]. 0,37
3 |500ug 4 12]. 0,33
3 1500ug 9 32]. 0,28
31500ug . . . 12 24 . 0,5
4|FB 4 13 13 19 16 36| 0,31 0,68 0,44
4| FB 6 10 2 18 4 24 0,6 0,11 0,17
4|FB 1 5]. 11 34 0,2]. 0,32
4|FB 11 28]. 0,39
4|FB 10 28|. 0,36
4|FB 3 24 . 0,13
4|FB 6 30]. 0,2
4|FB . . 16 56 . 0,29
5|FB 21 10 16 9 2 4 2,1 1,78 0,5
5|FB 2 5 12 15 15 31 04 0,8 0,48
5|FB 10 10]. 20 44 1]. 0,45
5|FB 3 5]. 17 25 0,6]. 0,68
5|FB 13 7. 10 14| 1,86]. 0,71
5|FB 7 10]. 17 26 0,7]. 0,65
5|FB 8 11]. 6 5| 0,73]. 1,2
5|FB 14 14]. 18 32 1 0,56
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continuagdo
parede |luz parede luz | parede
rato | grupo |luzlA |IA PB PB cor cor L/IPIA|L/PPB | L/P cor
5|FB 10 40 . 0,25
5|FB 15 27 |. 0,56
5|FB 12 20]. 0,6
5|FB . . . 11 23]. . 0,48
6 | 100ug 5 10 5 5 8 24 0,5 1 0,33
6 | 100ug 12 16 7 4 14 104| 0,75 1,75 0,13
6 | 100ug 7 10 11 15 16 28 0,7 0,73 0,57
6 | 100ug 6 8 11 12 24 20| 0,75 0,92 1,2
6 | 100ug 13 10]. 5 21 1,3]. 0,24
6 | 100ug 9 16]. 5 22| 0,56]. 0,23
6 | 100ug 7 8. 0,88].
6 | 100ug 1 11]. . . 0,09]. .
7 | 100ug 4 4 13 21 4 12 1 0,62 0,33
71 100ug 1 6 2 9 11 30| 0,17 0,22 0,37
7 | 100ug 2 6 3 13 11 20| 0,33 0,23 0,55
7 | 100ug 1 8 7 21 6 9| 0,13 0,33 0,67
7 | 100ug 7 13 11 11 8 28| 0,54 1 0,29
71 100ug 1 9 3 36 3 22| 0,1 0,08 0,14
71100ug 6 11]. 0,55].
7 1100ug 7 4. 1,75].
7 | 100ug 1 10]. 0,1].
7 | 100ug 3 6. . . . 0,5]. .
8 |FB 1 15 6 16 4 9| 0,07 0,38 0,44
8 |FB 2 13]. 20 200 0,15]. 1
8 |FB 5 12 1. 36 200 042]. 1,8
8 |FB 9 13]. 36 40| 0,69]. 0,9
8 |FB 6 18]. . 40 24| 0,33]. 1,67
9|FB 0 15 6 8 8 8 0 0,75 1
9|FB 5 11 10 17 8 12| 0,45 0,59 0,67
9|FB 10 9]. 13 260 1,11]. 0,5
9|FB 9 15]. 10 27 0,6]. 0,37
9|FB 8 9]. 15 22| 0,89]. 0,68
9|FB 10 27 |. 0,37
9|FB 8 26| . 0,31
9|FB 8 32]. 0,25
9|FB . . . 11 30]. . 0,37
10 |FB 5 9 4 11 10 17| 0,56 0,36 0,59
10 |FB 8 7 20 12 12 32| 1,14 1,67 0,38
10 |FB 4 7 5 11 28 44| 0,57 0,45 0,64
10 |FB 11 10 9 6 15 45 1,1 1,5 0,33
10 |FB 15 10]. 3 27 1,5]. 0,11
10 |FB . . 12 20]. 0,6
11| 100ug 21 10 7 6 9 20 2,1 1,17 0,45
11]100ug 9 5 10 11 24 52 1,8 0,91 0,46
11]100ug 11 20 8 3 5 23| 0,55 2,67 0,22
11]100ug 6 5 2 5 28 28 1,2 0,4 1
11[100ug 1 14 26 25 16 36| 0,07 1,04 0,44
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continuagdo
parede luz | parede luz | parede

rato | grupo | luz 1A 1A PB PB cor cor|L/PIA| L/IPPB| L/P cor
11]100ug 12 11 6 32 4 4| 1,09 0,19 1
11]100ug 12 12]. 9 15 1]. 0,6
11]100ug 21 43 . 10 26| 049]. 0,38
11| 100ug 2 5]. 04].
11| 100ug 1 6. 0,17 1.
11]100ug 10 7. 1,43].
11]100ug 9 13]. . . . 0,69]. .
12 | 500ug 2 6 6 46 7 27| 0,33 0,13 0,26
12| 500ug 9 9 13 30 4 26 1 0,43 0,15
12| 500ug 2 3. 4 9| 0,67]. 0,44
12 | 500ug 5 12]. 12 40| 042]. 0,3
12 | 500ug 12 13]. 9 22| 0,92]. 0,41
12 | 500ug 10 16 |. 14 35| 0,63]. 0,4
12| 500ug 2 9]. 4 16| 0,22]. 0,25
12 | 500ug 8 8]. 8 18 1 0,44
12 | 500ug 16 48 |. 0,33
12 | 500ug 15 40 . 0,38
12 | 500ug 17 22]|. 0,77
12 | 500ug . . . 8 52]. . 0,15
13 | 500ug 7 15 4 4 16 36| 047 1 0,44
13 | 500ug 3 7 2 30 2 7] 043 0,07 0,29
13 | 500ug 2 10 0 10 11 20 0,2 0 0,55
13 [ 500ug 1 36 2 5 8 28| 0,03 0,4 0,29
13 | 500ug 1 8 3 17 8 30| 0,13 0,18 0,27
13 | 500ug 4 15 2 13 8 50| 0,27 0,15 0,16
13 | 500ug 1 10]. 36 44 0,1]. 0,82
13 | 500ug 1 13]. 8 20| 0,08]. 0,4
13 | 500ug 1 12]. 4 20| 0,08]. 0,2
13 | 500ug . . . 16 28|. . 0,57
14 | 500ug 9 23 5 8 16 22| 0,39 0,63 0,73
14 | 500ug 0 5 7 9 1 6 0 0,78 0,17
14 | 500ug 5 23 8 18 12 15| 0,22 0,44 0,8
14 | 500ug 6 17 8 11 12 20| 0,35 0,73 0,6
14 | 500ug 6 8 4 12 4 20| 0,75 0,33 0,2
14 | 500ug 3 16 |. 0,19
14 | 500ug . . . 4 16 |. . 0,25
15| 500ug 1 7 4 10 4 20| 0,14 0,4 0,2
15| 500ug 10 7 1 7 4 11| 1,43 0,14 0,36
15| 500ug 7 41 5 8 4 10| 0,17 0,63 0,4
15| 500ug 5 20 5 15 12 44| 0,25 0,33 0,27
15| 500ug 4 28 3 12 12 32| 0,14 0,25 0,38
15| 500ug 4 6. 16 28| 0,67]. 0,57
15| 500ug 4 6. 7 37| 0,67]. 0,19
15| 500ug 4 11]. 4 33| 0,36]. 0,12
15| 500ug 13 24 |. 16 20| 0,54]. 0,8
15| 500ug 3 10]. . . 0,3]. .
16 | 500ug 7 20|11 14 8 0,35]0,79 0,5
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continuagdo
parede luz | parede luz | parede
rato | grupo | luz 1A 1A PB PB cor cor|L/PIA| L/IPPB| L/P cor
16 | 500ug 5 20 . 12 32| 0,25]. 0,38
16 | 500ug 8 12]. 16 32| 0,67]. 0,5
16 | 500ug 8 12]. 7 8| 0,67]. 0,88
16 | 500ug 12 20]|. 0,6
16 | 500ug 8 28 |. 0,29
16 | 500ug 4 8. 0,5
16 | 500ug 8 24 |. 0,33
16 | 500ug 8 28 |. 0,29
16 | 500ug 12 40 |. 0,3
16 | 500ug 8 24 |. 0,33
16 | 500ug 16 28 |. 0,57
16 | 500ug . . 8 24 |. . 0,33
17 |FB 7 11 5 23 6 20| 0,64 0,22 0,3
17 |FB 9 9 12 17 12 20 1 0,71 0,6
17 |FB 9 10 9 8 8 13 0,9 1,13 0,62
17 |FB 10 13 3 7 4 12| 0,77 0,43 0,33
17 |FB 10 7. 16 24| 143]. 0,67
17 |FB 10 13]. 4 24| 0,77]. 0,17
17 |FB 19 14 . 20 28| 1,36]. 0,71
17 |FB 2 5]. 28 36 04]. 0,78
17 |FB 14 15]. 16 36| 0,93]. 0,44
17 |FB 3 10]. . . 0,3]. .
18 | 100ug 1 5 3 10 7 20 0,2 0,3 0,35
18 | 100ug 0 13]. 9 19 0]. 0,47
18 | 100ug 6 19]. 4 16| 0,32]. 0,25
18 | 100ug 1 6. 20 24| 0,17]. 0,83
18| 100ug 7 14 |. 4 4 0,5]. 1
18 | 100ug 2 6. 1 8| 0,33]. 0,13
18 | 100ug 2 6. 5 32| 0,33]. 0,16
18 | 100ug 3 221. 4 11| 0,14]. 0,36
18 | 100ug 1 9]. 8 12| 0,11]. 0,67
18 | 100ug 2 31]. 7 13| 0,06]. 0,54
18 | 100ug 4 19]. 6 12| 0,21]. 0,5
18 | 100ug 0 5]. 0].
18 | 100ug 6 26 |. 0,23 1.
18 | 100ug 1 16 |. 0,06 .
18 | 100ug 0 11]. . . . 0]. .
19| 500ug 1 13 2 7 4 8| 0,08 0,29 0,5
19 | 500ug 11 14 17 18 0 8| 0,79 0,94 0
19 | 500ug 5 15 2 6 4 4| 0,33 0,33 1
19 | 500ug 1 1 8 18 16 40 1 0,44 0,4
19 | 500ug 10 11 6 19 7 32| 0,91 0,32 0,22
19 | 500ug 1 2 1 7 8 16 0,5 0,14 0,5
19 | 500ug 1 6. 8 4| 017]. 2
19 | 500ug 3 11]. 8 8| 0,27]. 1
19 | 500ug 9 8. 4 12| 1,13]. 0,33
19 | 500ug 8 28 |. 0,29
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parede luz | parede luz | parede

rato | grupo | luz 1A 1A PB PB cor cor|L/PIA| L/IPPB| L/P cor
20| 100ug 8 25 8 8 12 40| 0,32 1 0,3
20| 100ug 4 28 12 28|. 0,14 0,43
20| 100ug 8 4 8 8. 2 1
20]100ug 14 29|. 0,48
20]100ug 8 44 |. 0,18
20| 100ug 28 24 |. 1,17
20| 100ug 12 16]. 0,75
20| 100ug 12 4. 3
20]100ug 8 8. 1
20]100ug . . . 12 36 . . 0,33
21500ug 2 6 7 9 4 28| 0,33 0,78 0,14
21|500ug 5 6 9 24 3 14| 0,83 0,38 0,21
21|500ug 3 6 7 13 5 26 0,5 0,54 0,19
21]500ug 5 14 |. 4 8| 0,36]. 0,5
21]500ug 5 11]. 4 7| 045]. 0,57
21]500ug 8 32]. 0,25
21]500ug 0 12 . 0
21]500ug 1 19]. 0,05
21]500ug 0 20 . 0
21]500ug 24 60 |. 0,4
21]500ug . . . 8 30 . 0,27
22 |FB 10 10 8 10 4 12 1 0,8 0,33
22 |FB 12 28 17 20 4 20| 0,43 0,85 0,2
22 |FB 6 8 4 4 8 24| 0,75 1 0,33
22 |FB 6 8 4 16| 0,75]. 0,25
22 |FB 12 11 8 16| 1,09]. 0,5
22 |FB 4 16 |. 0,25
22 |FB 8 20]. 0,4
22 |FB 4 28]. 0,14
22 |FB 8 20|. 0,4
22 |FB . . 8 16 |. . 0,5
23| 100ug 4 9]. 12 25| 044]. 0,48
23 100ug 3 8]. 13 18| 0,38]. 0,72
23| 100ug 5 7]. 20 36| 0,71]. 0,56
23| 100ug 9 8. 4 3| 1,13]. 1,33
23| 100ug 4 18]. 36 32| 0,22]. 1,13
23| 100ug 7 6. 24 44| 1.17]. 0,55

23]100ug 2 12]. . 0,17 1.
24 | 100ug 3 19]. 4 13| 0,16]. 0,31
24 | 100ug 7 10]. 24 40 0,7]. 0,6
24 1100ug 3 20]|. 8 20| 0,15]. 0,4
241 100ug 17 14 |. 12 121 1,21 1
241100ug . . 16 32]. . 0,5
25| 500ug 0 10 1 8 4 8 0 0,13 0,5
25| 500ug 1 23 6 15 20 32| 0,04 0,4 0,63
25| 500ug 2 8]. 16 52| 0,25]. 0,31
25]500ug 4 9]. 12 20| 044]. 0,6
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parede | luz parede luz | parede

rato | grupo | luz 1A IA|PB PB cor cor|L/PIA|L/PPB | L/Pcor
25| 500ug 0 6]. 20 72 0]. 0,28
25| 500ug 4 9. 8 8| 044]. 1
25| 500ug 1 9]. 28 64| 0,11 0,44
25]500ug 8 28 |. 0,29
25]500ug . . . 4 12]. . 0,33
26 | 100ug 10 13 10 12 28 52| 0,77 0,83 0,54
26 | 100ug 2 10 1 11 8 24 0,2 0,09 0,33
26 | 100ug 4 5]. 8 4 0,8]. 2
26 | 100ug 0 2]. 16 24 0]. 0,67
26| 100ug 1 10]. 4 8 0,1 0,5
26 | 100ug 4 8. 0,5
26 | 100ug 12 28 |. 0,43
26 | 100ug 8 8. 1
26 | 100ug 4 24 |. 0,17
26| 100ug . . . 12 52]. . 0,23
27 | 100ug 2 6 3 4 12 36| 0,33 0,75 0,33
27 | 100ug 7 13 6 17 32 40| 0,54 0,35 0,8
27 |1 100ug 4 6 2 7 12 20| 0,67 0,29 0,6
27 |1 100ug 1 7 5 13 16 21| 0,14 0,38 0,76
271 100ug 5 12]. 12 44| 042]. 0,27
27 | 100ug 2 8. 4 16| 0,25]. 0,25
27 | 100ug . . . 4 24 |. 0,17
28 | 500ug 5 7 4 12 12 36| 0,71 0,33 0,33
28| 500ug 6 22]|. 0,27
28 500ug 16 20]. 0,8
28| 500ug 16 12]. 1,33
28| 500ug 4 12]. 0,33
28| 500ug 16 32]. 0,5
28| 500ug . . 16 20 . . 0,8
29 |FB 14 7 2 2 4 8 2 1 0,5
29 |FB 9 12 10 10 4 28| 0,75 1 0,14
29 |FB 11 16 5 8 20 32| 0,69 0,63 0,63
29 |FB 4 7]. 8 16| 0,57]. 0,5
29 | FB 5 5]. 8 25 1 0,32
29 |FB 3 3. 4 12 1]. 0,33
29 |FB 7 15]. 4 24| 047]. 0,17
29 | FB 16 24 |. 0,67
29 | FB . . 16 32]. . 0,5
30 | 500ug 2 8 1 23 12 40| 0,25 0,04 0,3
30 | 500ug 1 4 1 13 4 20| 0,25 0,08 0,2
30 | 500ug 3 10]. 4 24 0,3]. 0,17
30 | 500ug 10 14 |. 8 20| 0,71]. 0,4
30 | 500ug 6 20 . 4 12 0,3]. 0,33
30 | 500ug 6 11]. 8 48| 0,55]. 0,17
30 | 500ug 1 6. 20 48| 0,17]. 0,42
30| 500ug 2 11]. 24 32| 0,18]. 0,75

30 | 500ug 2 9]. 0,22].

continua
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continuagdo
parede | luz parede |luz parede

rato | grupo | luz 1A IA|PB PB cor cor L/PIA|L/PPB |L/P cor

30 | 500ug 2 26 |. . . . 0,08]. .
31[500ug 1 7 3 7 16 8| 0,14 0,43 2
31[500ug 9 18 3 5 32 52 0,5 0,6 0,62
31[500ug 6 13 4 19 36 56| 0,46 0,21 0,64
31[500ug 14 25]. 8 32| 0,56]. 0,25
31(500ug 2 15]. 8 28| 0,13]. 0,29
31(500ug 3 16 |. 9 20| 0,19]. 0,45
311500ug 0 16 |. 0
311500ug 11 22 . 0,5
311500ug 4 20]. 0,2
31500ug . . . 16 48 |. . 0,33
32| FB 6 14 4 11 12 32| 0,43 0,36 0,38
32| FB 6 15]. 12 20 04]. 0,6
32| FB 4 17]. 8 24| 0,24]. 0,33
32| FB 7 9]. 16 56| 0,78]. 0,29
32| FB 12 32]. 0,38
32| FB . . . 20 56 . 0,36
33| 500ug 1 9 2 16 16 12| 0,11 0,13 1,33
33 |500ug 3 25]. 8 28| 0,12]. 0,29
33 |500ug 3 17]. 8 32| 0,18]. 0,25
33 | 500ug 2 14 |. 4 16| 0,14]. 0,25
33 | 500ug 24 28 |. 0,86
33 | 500ug 8 12]. 0,67
33| 500ug 4 36 . 0,11
33 | 500ug 16 8. 2
33 | 500ug 12 20]. 0,6
33 | 500ug 12 24 |. 0,5
33 |500ug 4 12]. 0,33
33| 500ug 17 17]. 1
33 | 500ug 4 20]. 0,2
33 | 500ug 4 16 |. 0,25
33 | 500ug . . 8 16 |. . 0,5
34 | FB 1 13 10 11 8 24| 0,08 0,91 0,33
34 | FB 8 17 5 6 4 8| 047 0,83 0,5
34 |FB 10 10 9 7 0 16 1 1,29 0
34 |FB 19 15 7 8 8 32| 1,27 0,88 0,25
34 | FB 9 6 10 13 12 44 1,5 0,77 0,27
34 |FB . . 16 28 |. . 0,57
35| 500ug 0 5]. 24 28 0]. 0,86
35 | 500ug 6 15]. 4 16 04]. 0,25
35| 500ug 3 18]. 4 4| 0,17]. 1
35| 500ug 3 9]. 12 16| 0,33]. 0,75
35| 500ug 3 17]. 20 24| 0,18]. 0,83
35| 500ug 6 7. 16 48| 0,86 . 0,33
35| 500ug 4 12]. 0,33
35| 500ug 4 13]. 0,31
35| 500ug 4 24 |. 0,17

continua
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continuagdo
parede |luz parede luz | parede

rato | grupo |luzIA |IA PB PB cor cor|L/PIA|L/PPB | L/Pcor
35| 500ug . . . 20 24 |. . 0,83
36 | 100ug 3 10 8 9 4 5 0,3 0,89 0,8
36 | 100ug 12 10 10 8 16 48 1,2 1,25 0,33
36 | 100ug 1 5]. 8 4 0,2]. 2
36 | 100ug . . 12 36 |. . 0,33
37 [ 500ug 3 7. 8 16| 0,43]. 0,5
37 [ 500ug 0 8]. 20 52 0]. 0,38
37 | 500ug 24 28 |. 0,86
37 | 500ug 8 16 |. 0,5
37 | 500ug 8 12]. 0,67
37 | 500ug 20 40 |. 0,5
37 | 500ug 20 28 |. 0,71
37 | 500ug 12 24 |. 0,5
37 | 500ug 16 40| . 0,4
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PM, s induces acute electrocardiographic alterations in healthy rats™
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Abstract

There is evidence that changes of the autonomic control of the heart are among the potential mechanisms responsible for
pollution-related cardiac mortality. The objective of this work is to assess the acute effects of urban particulate matter of <2.5pum
(PM, 5) particles on heart rate (HR) and HR variability. Forty-seven healthy Wistar rats were anesthetized, submitted to tracheal
intubation, and instilled with 1 mL of four different solutions: saline, blank filter, and 50 or 100 pg of PM, s. PM; s was collected in
glass fiber filters using a high-volume sampler. Electrodes for obtaining electrocardiograms were implanted subcutaneously in a
Lead II configuration. HR and the standard deviation of the intervals between normal beats (SDNN) were assessed immediately
before and 30 and 60 min after instillation. HR decreased significantly (P <0.001) with time, but no significant effect of treatment or
interaction between time and treatment was observed. In contrast, there was a significant SDNN interaction between time and
treatment (P = 0.025). The SDNN decreased 60 min after instillation with a PM, s of 50 and 100 pg. In conclusion, the injection of
an aqueous suspension of PM, 5 induced a reduction of SDNN in healthy rats. The effect was observed 1 h after instillation and in a
concentration of <100 pg.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: PM, s; Electrocardiogram; Heart rate variability; Rats; Air pollution

1. Introduction

A series of recent studies have reported epidemiolo-
gical associations between daily concentrations of air
pollution and mortality (Laden et al., 2000; Pope et al.,
1995; Schwartz et al., 2002) due to cardiovascular events
(Dockery, 2001; Liao et al., 1999; Goldberg et al., 2001).
Epidemiologic studies have shown a stronger associa-
tion between cardiovascular deaths and air pollution

*This work was made possible by the financial support of CNPq
(the Brazilian Council of Research) and LIM-HCFMUSP (Institute of
the Laboratories of Medical Investigation, Clinical Hospital, School of
Medicine, University of Sdo Paulo). The study was approved by the
Ethics Committee of the School of Medicine, University of Sao Paulo.

*Corresponding author. Departamento de Patologia, Faculdade de
Medicina USP, Av. Dr. Arnaldo 455, 1 andar sala 1226, Cerqueira
César, 01246-903 Sao Paulo, SP, Brazil. Fax: +551130680072.

E-mail address: dohelena@usp.br (D.H.R.F. Rivero).

0013-9351/$ - see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.envres.2004.12.007

during the first 24 h after a pollution increase. Braga
et al. (2001) recently showed that a 10-pg/m?> increase in
particulate matter of <10um (PM,) is associated with
cardiovascular death on the same day of the pollution
event. Furthermore, cardiac patients with implanted
cardioverter defibrillators experience an increased risk
of arrhythmias shortly after increases in air pollution
(Peters et al., 2000).

Several cardiovascular effects have been documented
in response to exposure to PM, including the disruption
of autonomic nervous system activity by increased
(Tarkiainen et al., 2003; Magari et al., 2002)
and decreased heart rate variability (HRV) (Gold
et al., 2000; Pope et al., 2004; Magari et al., 2001).
Arterial vasoconstriction (Batalha et al., 2002; Brook
et al., 2002), cardiac arrhythmias (Peters et al., 2000;
Watkinson et al., 1998), and cardiac events including
myocardial infarction (Peters et al., 2001), hospitalization

Dolores Helena Rodriguez Ferreira Rivero

Tese de Doutorado



Anexos

82

2 D.H.RF. Rivero et al. | Environmental Research 1 (1ill) 1I-1N1

(Lin et al., 2003; Schwartz, 1999), depression of the ST
segment in coronary heart disease patients during exercise
(Juha et al., 2002), and systemic and inflammatory
changes have also been documented (Kodavanti et al.,
1998; Schins et al., 2004; Saldiva et al., 2002).

There is evidence that changes of the autonomic
control of the heart are among the potential mechanisms
responsible for pollution-related cardiac mortality (Pope
et al., 1999). Analysis of beat-to-beat HRV is one of the
noninvasive methods to quantitatively assess cardiac
autonomic activity and has been used in patients with a
variety of cardiac and noncardiac diseases (Task Force
of the European Society of Cardiology and the North
American Society of Pacing and Electrophysiology,
1996). Low HRYV is associated with a higher risk of
all-cause mortality in survivors of an acute myocardial
infarction (Sosnowski et al., 2002; Carney et al., 2001)
and sudden death (La Rovere et al., 2003).

It has been suggested that PM, s, the fine component
of particulate matter (<2.5um), may mediate some of
the adverse cardiac effects reported by epidemiologic
studies (Seaton et al., 1995; Frampton, 2001; Utell and
Frampton, 2000). However, the mechanisms of particle-
induced cardiovascular damage are not yet defined.
Information about the time course and specific consti-
tuents of PM, 5 responsible for cardiac effects, including
dose-response relationships, is still needed, either from
human or animal studies. In this context, recent studies
in rats have provided evidence that combustion-derived
particles induce alterations of heart rhythm in animals
with previous cardiovascular disease (Wellenius et al.,
2002; Wichers et al., 2004).

We have continued this line of study, assessing whether
the administration of urban PM, s particles promotes
alterations of detectable acute electrocardiogram (ECG)

parameters such as heart rate (HR), standard deviation of

the intervals between normal beats (SDNN), or distur-
bances of heart rhythm. To address these questions we
used a single instillation of two concentrations of PM, 5
in healthy adults Wistar rats.

2. Methods
2.1. Animals

Adult male Wistar rats (3 months of age) weighing
~250 g were obtained from the vivarium of the School
of Medicine at the Universidade of Sdo Paulo. They
were maintained at 22-23 °C, controlled humidity, and a
12h dark to 12h light cycle. Food and water were
available ad libitum.

2.2. Particle sampling and analysis

We employed a high-volume sampler (HIVOL,
Energética, Brazil) coupled with an inlet (Tisch Envir-

onmental Inc., USA) that allows the separation of PM, 5
at a flow rate of 1.1 m®/min. The particle sampler was
located on the roof of our Medical School (about 15m
above ground level), which is situated at an intersection
with heavy traffic in downtown Sdo Paulo. Particles
were collected in glass fiber filters, which were dried for
24h at 50°C and weighed before and after particle
collection. Particles were sampled in September 2003.

Neutron-activation analysis was used to determine the
trace-element content of the filtrate. Filter samples and
elemental standards were irradiated under thermal
neutron flux of the IEA-R1 nuclear research reactor
for 30s and 16h. After adequate decay times, the
irradiated samples and standards were measured using a
hyperpure Ge detector coupled to a multichannel
analyzer. Concentrations of elements were calculated
by comparative methods. Blank filters were analyzed
under the same experimental conditions as for the
analysis of filter samples. The contribution from the
blank filter was subtracted from the results, and final
results were expressed as a function of the volume of air
collected. The sulfur content was determined by X-ray
fluorescence analysis, using the nonexposed area of
filters as a blank filter.

2.3. Filter extracts

Aqueous suspensions of filters were prepared within
24 h of collection. Because of the inherent difficulty of
extracting PM from high-volume filters, subcomponents
of the filter were submerged in distilled water and the
filtrate was removed via agitation by an ultrasound
water bath of 8h. The concentration of PM was
determined by the weighing of the filters before and
after extraction. The weight of the extracted filter was
determined after drying for 24 h at 50 °C.

2.4. Particulate matter instillation

Forty-seven rats were submitted to tracheal instilla-
tion of 1 mL of the following solutions:

SAL (n = 12), sterile saline solution;

BF (n = 12), blank filter solution obtained by
ultrasonication of a blank filter in distilled water;
PMs5, (n = 12) solution obtained by ultrasonication of a
filter containing PM submersed in distilled water and
containing 50 pg of PM; s; and

PM ¢ (n = 11) solution obtained by ultrasonication of a
filter containing PM submersed in distilled water (the
same procedure as for PMs() containing 100 pg of PM, s.

The instillation procedure was conducted under
anesthesia with 3% sodium pentobarbital (30 mg/kg
body wt., ip). The rats were submitted to tracheal
intubation using an adapted pediatric laryngoscope, and
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a 16-gauge polyethylene tube was inserted to serve as an
endotracheal tube. The solution (ImL of blank or
extract suspensions) was instilled in three separate
inspirations through the endotracheal tube coupled to
a syringe.

2.5. Electrocardiographic data acquisition and analysis

An ECG was recorded through stainless steel needles
implanted under the skin during anesthesia after
tracheal intubation. Electrodes for obtaining ECGs
were implanted subcutaneously in a Lead 1I configura-
tion (right arm, left leg, and right leg) with one
retrocordial derivation. We utilized a device primarily
developed for use in human ECG (Tecnologia de
Engenharia Brasileira) that was adapted for use in
rodents. ECG signals were band-pass filtered, amplified,
digitized (500 Hz), and stored in a microcomputer.

To assess HR and HRV, changes were computed by
inspecting ECGs recorded during five consecutive
minutes for each period of analysis. Considering that
HR in our animals was consistently over 200 beats/min,
we analyzed at least 1000 beats. The R— R intervals were
determined manually. HR, calculated as the reciprocal
of the mean beat-to-beat interval, and the standard
deviation of beat-to-beat intervals, was calculated
immediately before (Pre) and 30 and 60min after
instillation. After regaining consciousness, the animals
were returned to their cages and taken to the vivarium.

2.6. Statistical analysis

The significance of results was determined by employ-
ing ANOVA for repeated-measures models. Student—
Newman—Keuls was utilized as a post hoc test.
Logarithmic transformations of the dependent variables
were needed to stabilize variance. The level of signifi-
cance was set at 5%. We made the statistical calcula-
tions with the aid of the SPSS v.10.0 package.

3. Results

None of the animals studied died during the course of
the experiment. One animal died during the night after
PM,( instillation. An autopsy revealed pulmonary
congestion and neutrophilic alveolar infiltrate.

3.1. Particle analysis

Table 1 shows the values of elemental composition
measured by neutron-activation analysis and, in the case
of sulfur, X-ray fluorescence analysis. In general, the
concentrations of sulfur, bromide, cobalt, and manga-
nese were higher than those reported for other locations,
with the exception of iron (Prahalad et al., 1999).

3.2. ECG analysis

Table 2 depicts the descriptive statistics of HR for all
experimental groups and periods of analysis. The HR
decreased significantly (P<0.001) with time, probably
reflecting the relaxation of the animals after manipula-
tion. No effect of treatment or interaction between time
and treatment were observed (P values of 0.836 and
0.102, respectively). The SDNN decreased with time
(P =0.007), this effect being not uniform for all
treatments, since a significant (P = 0.025) interaction
between time and treatment was detected. Post hoc
analysis disclosed two subsets: (1) saline, blank, and
100 pg of PM, s and (2) blank and 50 and 100 pg of
PM, 5. As shown in Fig. 1, animals that received saline
did not exhibit substantial alterations of the SDNN
along the period of study, whereas those submitted to
instillation with PM, s showed a decrease of SDNN
after 60 min. No apparent differences were observed in
the behavior of animals receiving different doses of
PM, s (Fig. 1). Blank filter extracts did not seem to be
entirely inert, since the SDNN fluctuated during the
study, returning to baseline at the end of observations.

Table 1
Elemental composition and concentration of PM, 5 particles

Element Values (%)
Sulfur® 3.05
Arsenic 0.30
Bromine 0.21
Chlorine 2.09
Cobalt 2.65
Iron 2.67
Lanthanum 5.42
Manganese 0.64
Antimony 0.21
Scandium 3.25
Thorium 8.14

#X-ray fluorescence analysis.

Table 2
Descriptive statistics of heart rate for all experimental groups and
periods of analysis

HR PRE HR 30 HR 60

Saline Mean 382.16 370.43 364.06
Std. error 11.38 16.83 16.84

Blank Mean 397.08 351.97 325.17
Std. error 11.24 11.47 16.28

50 ug Mean 381.06 347.46 360.24
Std. error 11.39 11.61 14.07

100 pg Mean 385.45 346.85 354.37
Std. error 9.08 12.33 15.26

HR expressed as beats per minute.
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10 in Fig. 1, the SDNN began to decrease as quickly as
T 30 min after instillation. In fact, because of the limita-
tions of our experimental set-up—ECG recordings made
8

SDNN (msec)
£ (]

;7
——

T e
2 L L I

® 30min
I
0 60 min
N= 12 12 12 12 12 12 12 12 12 11111
saline blank 50 ug 100 ug
Fig. 1. Means and standard errors of SDNN values as a function of

group (saline, blank, and 50 or 100 ug PM, s5) immediately before (Pre)
and 30 and 60 min after instillation. The SDNN decreased with time
(P =0.007) and there was a significant interaction between time and
treatment (P = 0.025).

The effect of treatment was marginally significant
(P =0.052).

3.3. Discussion

Although the influence of air pollution on the
cardiovascular system is being identified in epidemiolo-
gic studies, the pathophysiologic mechanism underlying
this association is not known. Cardiac death is a
consequence of a complex interplay between the
autonomic nervous system governing centrally mediated
control of the cardiovascular system, a myocardial
substrate altered in the course of disease processes,
and myocardial vulnerability leading to arrhythmogenic
or ischemic response (Zareba et al., 2001). The presence
of a single such condition is usually not sufficient to
trigger death. Air pollution may be a stressor sufficient
to trigger this chain of events, especially in vulnerable
subjects such as the elderly, patients with heart failure,
or those with chronic obstructive pulmonary disease. In
this context, the assessment of electrocardiographic
parameters provides an opportunity to measure some
of the key components of cardiac death.

In our study, HR was not a sensitive parameter for
characterizing the effects of PM, s in the time window
evaluated. Instillation studies in rodents have shown
that, excluding the bradycardic period present immedi-
ately after instillation, changes in HR usually occur only
after longer periods and at higher doses than those
employed in the present investigation (Watkinson et al.,
2001). Our results indicate that a measure of overall
HRV—SDNN-—was more sensitive for detecting heart
alterations caused by the instillation of PM, 5. As shown

with electrodes rather than by telemetry—we could not
follow the time course of the SDNN changes for longer
periods. Such information would be valuable, providing
information about the magnitude and duration of the
changes in the SDNN. The same basic finding—and
acute, rapid decrease in the SDNN—was previously
observed in rats with myocardial infarction exposed to
aerosolized residual oil fly ash (Wellenius et al., 2002). In
the present study, we moved further by demonstrating
that a decrease in the SDNN can be elicited by “real-
world” PM, s in healthy rats.

It is important to fully characterize the limitations of
our study in order to better evaluate its real contribu-
tion. First, PM, s was delivered by tracheal instillation
of an aqueous suspension rather than by inhalation and
at a higher dose than would be expected to deposit into
the lungs under real-world conditions. Second, because
particles were extracted by sonication in aqueous media,
our procedure probably favors the presence of soluble
components of PM, s, such as transition metals. Despite
the limitations mentioned, our results are coherent with
the epidemiological finding that exposure to PM elicits
short-term variations in HRV in humans.

In conclusion, instillation of an aqueous suspension of
PM,; 5 induces a reduction of the SDNN in healthy rats.
The effects were observed within a period of 1h and in
concentrations under 100 pg. Despite the differences
between our experimental procedure and the environ-
ment in which humans live, our results may provide an
argument in favor of the biological plausibility of
sudden cardiac events in response to exposure to
particles reported by the epidemiological literature.
The evidence that only specific components of fine
particulate matter or interactions among particles are
involved with cardiovascular disorders related to de-
pressed autonomic nervous control should be further
explored in future experimental studies.
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The mechanisms involved in the association between air pollution
and increased cardiovascular morbidity are not fully understood. The
objective of this study was to test the hypothesis that fine particulate
matter (PM, s) induces systemic inflammation and vasoconstriction of
small arteries in the lung and heart of rats. Thirty-eight healthy
Wistar rats were anesthetized, intubated, and submitted to the
instillation of 1 ml of distilled water diluted in the following solution:
blank filter, 100 g and 500 g of PM, 5. PM, s was collected in glass
fiber filters with a high-volume sampler. The animals were sacrificed
24 h after instillation when blood, heart, and lung samples were
collected for morphological and wet-to-dry weight ratio analysis.
PM, 5 consisted of the following elements: sulphur, arsenic, bromine,
chlorine, cobalt, iron, lanthanum, manganese, antimony, scandium,
and thorium. Total reticulocytes significantly increased at both PM, 5
doses (p <0.05) while hematocrit levels increased in the 500 p.g group
(p < 0.05). Quantification of segmented neutrophils and fibrinogen
levels showed a significant decrease, while lymphocytes counting
increased with 100 pg of PM,s (p < 0.05). A significant dose-
dependent decrease of intra-acinar pulmonary arteriole lumen/wall
ratio (L/W) was observed in PM groups (p < 0.001). Peribronchiolar
arterioles L/W showed a significant decrease in the 500 pg group (p <
0.001). A significant increase in heart wet-to-dry weight ratio was
observed in the 500 pg group (p < 0.001). In conclusion, fine
environment particles in the city of Sdo Paulo promote pulmonary
and cardiac histological alterations. Pulmonary vasculature was
markedly affected by particle instillation, resulting in significant
vasoconstriction in healthy rats.

Key Words: particulate matter; blood; vasoconstriction; lung; heart.

INTRODUCTION

Recent studies have demonstrated the association between
air pollution and increased cardiovascular morbidity (Lin et al.,
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2003; Mann et al., 2002) and mortality (Braga et al., 2001;
Dockery, 2001; Goldberg et al., 2001; Schwartz et al., 2001).
Because fine particulate matter (PM,s) can access alveolar
territory, components leached from these respirable particles
can enter the circulation and influence important circulatory
parameters that are risk factors for adverse cardiovascular
events (Schwartz, 2001).

Stone and Godleski (1999) have suggested that fine particles
can enter the bloodstream and adversely affect the heart by
initiating arrhythmias and sudden death in susceptible subjects.
More recently, it has been demonstrated that inhaled ultrafine
particles can be detected within 1 min of exposure in the
systemic circulation, where they can persist for hours, providing
an entrance route into all organ systems (Nemmar et al., 2002).
Increased plasma viscosity and changes in blood parameters
such as fibrinogen levels or red blood cell counts have been
demonstrated after particle inhalation (Baskurt ez al., 1990;
Gardner et al., 2000; Kodavanti et al., 2002; Seaton et al., 1999).
A previous study carried out at our laboratory demonstrated that
the composition of fine particles surrogate was critical in
determining the blood response to inhaled particles (Medeiros
et al., 2004). Recent studies have shown that exposure to
particles induces vasoconstriction and changes in blood
homeostasis favoring blood coagulation (Bouthillier et al., 1998;
Peters et al., 1997). In addition, rats with acute myocardial
infarction are more prone to developing ventricular arrhythmias
when exposed to inhaled particles (Wellenius et al., 2002).

Cardiovascular effects of particles are not necessarily
mediated only by systemic inflammation. For instance, it is
plausible that the onset of pulmonary inflammation by particles
(Kodavanti et al., 1998, 2002; Saldiva et al., 2002; Schins et al.,
2004) may trigger reflexes that may affect cardiovascular
function. Several cardiovascular effects have been documented
in response to particle exposure, including disruption of the
autonomic nervous system activity by increased (Magari
et al., 2002; Tarkiainen et al., 2003) and decreased heart rate
variability (Gold er al., 2000; Magari et al., 2001; Pope et al.,
1999, 2004). Thus different mechanisms, either dependent on
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systemic inflammation or regulated by local reflexes, may
participate in the pathogenesis of cardiovascular abnormalities
associated with particle inhalation.

There is recent evidence that particle inhalation increases the
generation of reactive oxidative species (ROS) in the lungs as
well as in the heart (Gurgueira et al., 2002; Gonzalez-Flecha,
2004; Tao et al., 2003). Production of ROS in the cardiovascular
territory may be induced by several events, including inflam-
mation (Ichimura et al., 2003; Touyz and Schiffrin, 2004),
changes of autonomic control (Campese et al., 2004), or in-
creased mechanical load (McDonough, 1999). In fact, all those
pathways are interconnected and, in most of the cases, it is
difficult to isolate the participation of each when evaluating
particle toxicology.

The present study was designed to evaluate whether the
tracheal instillation of environment particles with an aero-
dynamic diameter equal or lower than 2.5 um, at two different
concentrations, induces pulmonary, cardiac, and systemic in-
flammation in healthy adult rats. In addition, we investigated the
effects on oxidative stress and morphologic parameters of the
lung and heart small arteries. We reasoned that such information
could contribute to the understanding of the mechanisms
relating particle inhalation to acute mortality in humans.

METHODS

Animals. Thirty-eight male adult, Wistar rats (3 months of age) weighing
~250 g were obtained from the vivarium of our School of Medicine at the
University of Sao Paulo. They were kept at 22° to 23°C, with controlled
humidity, and a dark-light cycle of 12 to 12 h. Food and water were available
ad libitum.

Particle sampling and analysis. We employed a high-volume sampler
(HIVOL, Energética, Brazil) coupled to an inlet (Tisch Environmental Inc,
USA) that allows the separation of particles below 2.5 um (PM; s) at a flow rate
of 1.1 m*min. Our particle sampler was located on the roof of our Medical
School (about 15 m above the ground), which is located on a street with very
heavy traffic in downtown Sio Paulo. Particles were collected in one glass fiber
filter, which was dried for 24 h at 50°C before and after particle collection for
weighing. Particles were sampled during the month of September 2003.

Trace element determinations of the material collected were carried out on
filters by neutron activation analysis. Filter les and el ] standards
were irradiated under thermal neutron flux of the IEA-R1 nuclear research
reactor for 0.5 min and 16 h. After adequate decay times, the irradiated samples
and standards were measured using a hyper pure Ge detector coupled with
a multichannel analyzer. Element cc ions were calculated by a compar-
ative method. Blank filters were analyzed using the same experimental
conditions adopted for the analysis of filter samples, and the concentrations
of the measured elements in the blank filter were subtracted to provide their net
concentration. Contribution from the blank filter was also subtracted from
results, and the final results were then expressed as a function of collected air
volume. Sulfur determination was performed by x-ray fluorescence analysis,
using the non-exposed part of the filters as a blank filter.

Filter extracts for tracheal instillation. Filter extracts were prepared
within 24 h after collection. Because of the inherent difficulties in removing
particulate material directly from a high-volume filter, subcomponents of PM
were extracted in distilled water via agitation by ultrasonication water bath for
8 h. The efficiency of extraction was determined by weighting the filter before

2 FERREIRA RIVERO ET AL.

and after extraction, and it was determined as 79%. The weight of the filters was
determined after drying them for 24 h at 50°C.

Tracheal instillation. The rats were anaesthetized with 3% sodium
pentobarbital (30 mg/kg body weight, i.p.) and submitted to tracheal intubation
with an adapted pediatric laryngoscope; a 16-gauge polyethylene tube was
inserted, working as an endotracheal tube. Test solutions (1 ml) were slowly
injected in three separate inspirations through the endotracheal tube coupled to
a syringe. Animals were allowed to recover between instillations, because
a reflex apnea was induced each time. The rats were randomized and received
the following solutions:

BF—blank filter (n = 12): solution obtained by ultra-sonication of a blank
filter in distilled water;

PM100 (n = 13): solution obtained by ultrasonication of a filter containing PM
submerged in distilled water, corresponding to 100 pg of PM;s;

PMS500 (n = 13): solution obtained by ultra-sonication of a filter containing
PM submerged in distilled water (the same procedure as PM100) corre-
sponding to 500 pg of PM;s.

The entire group of 38 animals was submitted to the analysis.

Blood analysis. Rats were anaesthetized with sodium pentobarbital
(50 mg/kg body weight, i.p.) 24 h after tracheal instillation. Blood samples
were collected by abdominal aorta puncture, and blood was stored in ethylene
diamine tetraacetic acid (EDTA) K3 tubes for complete blood and reticulocyte
count. Complete blood counts of red blood cells, platelets, and white blood cells
were performed using a hematological analyzer (Bayer Corporation, NY). For
the determination of the reticulocytes, the whole blood was diluted with
a fluorescent stain (thiazole orange), which is specific for nucleic acids
(Corberand, 1996). After 25 s, solution fluorescence was measured with a laser
optical bench. The equipment gives the percentage of total reticulocytes
counted. In addition, blood samples were collected in vials with sodium citrate
for the determination of fibrinogen, activated partial thromboplastin time, and
prothrombin time.

Histopathology and morph y. The heart was isolated en bloc and
fixed for 48 h in buffered 10% formalin solution. Before the heart was fixed in
formalin, one transverse section was sampled for wet-to-dry weight ratio
determination. After fixation, the heart was cut in three parallel transverse
sections of both ventricular chambers, 2 mm apart.

The left lung was isolated and fixed for 24 h by intratracheal instillation of
10% formalin solution at a constant pressure of 20 cm of water. A transverse
section was performed at the entrance of the main left bronchus. Both heart and
lung tissue slices were embedded in paraffin and processed according to routine
histological procedures. Five-micrometer thick slides were prepared and
stained with hematoxylin and eosin (H&E).

Histological slices were coded for blind analysis. Descriptive histopathol-
ogy was performed for all sections sampled. Quantitative of the
ratio between the lumen and wall (L/W) areas were done for transverse sections
of coronary arteries. Lung L/W ratio was measured in transversally cut
arterioles adjacent to the terminal bronchioles, located in the transition between
those conducting to gas exchange airways and in intra-acinar arterioles.
Transversally cut vessels were defined as the ones exhibiting a variation
between its maximum and minimum diameter <10%. Morphometric measure-
ments were performed using a standard point-counting procedure, at 400X,
with the aid of a coherent test system of 100 points and 50 lines contained
within a square of 10,000 pm? at this fication. Arterial di were
assessed using the grid lines. L/W ratio was determined by placing the entire
artery within the limits of the square, and determining the number of points
hitting the lumen or the wall of the vessel. The areas of arteriolar lumen and
wall were then calculated according to equations (1) and (2):

(1) luminal area = number of points hitting the lumen X 100
(2) wall area = number of points hitting the arteriolar wall X 100

After measurements, pulmonary and myocardial arterioles were categorized by
size, according to the luminal area.
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TABLE 1
Elemental Composition and Concentration of PM; s Particles

Element (%) Values
Sulfur? 3.05
Arsenic 0.30
Bromine 0.21
Chorine 2.09
Cobalt 2.65
Iron 2.67
Lanthanum 542
Manganese 0.64
Antimony 0.21
Scandium 3.25
Thorium 8.14

“X-ray fluorescence analysis.

Wet-to-dry weight ratio. The severity of pulmonary and heart edema was
assessed by the wet-to-dry weight ratio. The entire inferior right lobe of the lung
and one transverse slice of the heart, comprising the right and left ventricles,
were gently placed in a pre-weighted Petri dish, and weighted on an analytical
balance immediately after excision to obtain the wet weight. Each specimen
was then dried at 50°C for 72 h to obtain the dry weight. The wet-to-dry weight
ratio was calculated as follows:

(3) wet-to-dry weight ratio = (wet weight — dry weight)/wet weight.

Statistical analysis. For the morphometric data of pulmonary and coronary
vessels, we tested the significance of the results by computing general linear
models, using as dependent variable either the absolute value or ranks of lumen/
wall ratio. As predictive variables, we considered categorical terms for
treatment (blank filter, 100 and 500 pg of PM,s) and three indicators of the
size of the vessel evaluated, as well as a term of interaction between treatment
and size. The indicator term for vessel size was included because lumen/wall
ratio is expected to increase as the lumen of the vessel increases. For
hematological parameters, the significance of results was determined using

significance at 5%. Since there was a significant degree of heterocedasticity in
several variables analyzed, we again considered as dependent variables in the
ANOVA models either the absolute value or ranks of each parameter measured.
Bonferroni post-hoc analysis was used when significant statistical differences
were detected by general linear models or ANOVA. The statistical package
employed was the SPSS v. 10.0 for Windows.

RESULTS

Particle Analysis

Table 1 shows the values of element composition measured
by neutron activation analysis and, in the case of sulfur, x-ray
fluorescence analysis. In general, the concentrations of sulfur,
bromide, cobalt, and manganese of the air in Sao Paulo are
higher than those reported for other locations such as Los
Angeles, New Jersey, Virginia, Boston, and Phoenix, with the
exception of iron (Harrison and Yin, 2000; Prahalad et al.,
1999).

analysis of variance (ANOVA) for independent groups, setting the level of

PMz.s INDUCES CARDIOPULMONARY ALTERATIONS 3

Blood Analysis

Table 2 shows the descriptive statistics of hematological
parameters. There was a significant increase in total reticulo-
cytes at both doses of PM, s (p < 0.05) while hematocrit levels
increased for the group receiving 500 pg in relation to the blank
filter group (p = 0.04). Segmented and neutrophils showed
a significant decrease in the 100 pg group in relation to the
group receiving 500 pg of PM,s (p = 0.03). Lymphocytes
showed a significant increase at the 100 pg concentration in
relation to 500pug of PM,s (p = 0.02). The remaining
parameters did not exhibit significant alterations. No significant
differences were observed among the groups regarding platelet
counting, prothrombin time, and activated partial thromboplas-
tin time. There was a significant decrease in fibrinogen levels at
the dose of 100 pg in relation to the blank filter (p = 0.01).

Histopathology and Morphometry

Figure 1 shows the pulmonary changes observed in the three
groups. Animals submitted to PM100 and PM500 concen-
trations developed an acute pulmonary inflammation in the
alveolar tissue, characterized by the recruitment of neutrophils
and macrophages at the transition between the terminal
bronchiole and gas-exchange territory with the involvement
of the peripheral alveolar parenchyma. Although we did not
quantify the pulmonary inflammatory changes, histological
analysis showed a dose-dependent pattern of alveolar inflam-
mation, which was more pronounced in the PM500 group.
Increased numbers of inflammatory cells were also detected in
the peribronchial and perivascular connective tissue in the two
groups. There was no evidence of myocardial inflammation in
either group.

Figure 2A depicts the results of L/W ratio measured in intra-
acinar pulmonary arterioles, aggregated by vessel size and
exposure. A significant decrease of L/W ratio was observed in
the animals exposed to environment particles (p < 0.001). In
addition, the decrement of L/W ratio was different between
animals receiving the higher dose (500 pg) in comparison with
those receiving the smaller dose (100 pg) (p = 0.002). Figure
2B shows the L/W ratio measured in arterioles located adjacent
to terminal bronchioles. The PM500 group showed a significant
decrease for all arteriolar sizes in relation to the blank filter and
PM100 pg (p < 0.001) groups. Pulmonary arteriolar changes
are illustrated in Figure 1. Figure 2C presents the results of
L/W ratio measured in myocardial arterioles. No difference
was observed among the 3 treatments employed (p = 0.08).

Wet-to-Dry Weight Ratio

Table 3 shows the results of the lung and heart wet-to-dry
weight ratio. A significant increase of this relation was
observed only in the heart, with the higher dose of PM
(500 pg) being different from the remaining treatments (p <
0.001).
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TABLE 2
Descriptive Statistics (Mean, Median and Standard Deviation) of Blood Cells and Coagulation Factors in Circulating Blood from
Animals Exposed to Blank Filter, 100 pg, and 500 pg of PM; 5

time (s)

Group
Blank filter PM100 PM500
Mean Median S.D. Mean Median S.D. Mean Median S.D.
Erytrocytes (million/mm®) 7.88 7.86 .50 8,01 8.03 41 8.10 8.06 .50
Hematocrit (%) 40.69 40.90 2,00 42,76 43.80 2.64 43.62 43.90 1.77
Segmented (%) 19.17 15.50 14,81 14,15 10.00 10.94 27.00 22.00 14.97
Band (%) 1.54 1.00 99 1,62 1.00 1.66 1.08 1.00 28
Lymphocytes (%)° 7275 77.50 14.11 79.62 84.00 11.89 67.31 69.00 14.21
Monocytes (%) 325 3.00 1.96 323 3.00 2.45 3.77 3.00 3.11
Eosinophils (%) 67 50 78 69 1.00 63 85 .00 1.14
Basophils (%) .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
Neutrophils (%)” 2333 19.00 1430 16.46 12.00 9.82 28.08 23.00 15.16
Reticulocytes (%)° 3.25 3.20 46 3.73 3.70 71 3.93 3.80 93
Platelets (thousand/mm®) 8339 831.00 132.29 799.0 805.00 98.96 878.7 925.00 216.08
Fibrinogen (mg/dl) 397.5 385.50 39.40 353.8 345.50 48.94 386.2 383.00 36.76
Prothrombin time (s) 23.55 23.10 1.99 24.40 24.10 141 24.58 24.80 1.35
Active partial thromboplastin 30.50 24.00 10.76 27.35 24.00 8.19 34.16 30.15 11.58

“BF different from PM500 (p = 0.04).

5PM100 different from PM500 (p < 0.05).

“BF different from both doses of PM (p < 0.05).
4pPM100 different from BF (p = 0.01).

DISCUSSION

Our results indicated that a single instillation of urban
particles elicits significant pulmonary and cardiac alterations,
and, to a lesser extent, changes in blood parameters.

Lung inflammatory alterations were quite evident in the
animals exposed to PM, s up to a point that it was possible to
distinguish, without error, the histological slices of the exposed
animals from controls. To avoid an interpretation bias, the
researcher who conducted pulmonary vessel measurements did
not perform the descriptive histopathological studies of the
lungs. Our findings are in line with several previous studies and
fully confirm the inflammatory potential of urban PM;;
aerosol. Interestingly, we observed a significant narrowing of
the pulmonary vasculature in the animals that were exposed to
PM, s, with this effect being more prominent in the intra-acinar
arterioles. This result confirms our previous finding that the
pulmonary vasculature is a target for urban particles (Batalha
et al., 2002). Because of the short time lag between instillation
and evaluation (24 h) the narrowing of pulmonary vasculature
is most probably due to constriction rather than being de-
pendent on significant arteriolar remodeling. Thus, our results
suggest that exposure to environment particles modifies the
balance between vasoconstriction and vasodilatation at pulmo-
nary level. The endothelium is activated by circulating
cytokines that induce the production of nitric oxide, reactive
oxygen species and endothelin in vessel walls, which are potent

vascular smooth-muscle constrictors. Bouthillier et al. (1998)
showed increased plasma levels of endotelin —1 in rats after
inhalation of urban particles.

The inspection of Figure 1 shows that, although a small
expansion of the perivascular and peribronchial connective
tissue by interstitial edema can be noticed, intra-alveolar
edema is virtually absent in animals receiving PM, even at the
highest dose. This finding is in agreement with the observa-
tion of a slight and non-significant increase in wet/dry ratio,
as depicted in Table 3. In fact, the magnitude of inflamma-
tory cell recruitment clearly overcomes fluid exudation to
alveolar space. This is an interesting finding and, perhaps,
it is related to the peculiar composition of our particles.
Unfortunately, we did not have a comprehensive characteriza-
tion of the chemical composition of our test particles, since
we only measured 11 elements and we do not have
information about the organic material adhered to the PM.
Assuming that in study, the sulfur content is mainly in the
form of sulfate, the levels of this component in our PM
samples are not very high. Considering that our light duty
vehicles uses a blend of gasoline with 22% of ethanol, it is
quite probable that PM in our town contains a significant
proportion of volatile organic compounds (including alde-
hydes) and nitrates. Indeed, the composition of the particles
was shown to influence their toxicity in vivo (Kodavanti
et al., 1998; Saldiva et al., 2002; Schins et al., 2004) and
in vitro (Carter et al., 1997, Gonzalez-Flecha, 2004; Prahalad
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FIG. 1. Photomicrographs of pulmonary tissue in blank filter (A, D, and G), PM100 (B, E, and H) and PM500 (C, F, and I) groups. A to C: The figures show
peribronchiolar arterioles with decreased L/W ratio in PM500 group (C), secondary to vasoconstriction. D to F: The intra-acinar arterioles show vasoconstriction
and decrease in L/W ratio in both 100PM (E) and S00PM (F) groups as compared with blank filter (D). Note the periarteriolar inflammation in the PM groups. G to
I: Acute alveolar inflammation is observed in both PM groups (H and I, which is more pronounced in the animals exposed to higher PM dose (I). Scale bar in A, D,

G, and I = 50 pm. Scale bar in B, C, E, F, and H = 25 pm.

et al., 1999). It is tempting to speculate that the character-
istics of our pollution scenario determine the predominance
of cellular accumulation over edema in the lungs of our

animals, but the limited information about the composition of

our particles prevents us from drawing mechanistic hypoth-
esis, indicating the necessity of further studies, probably

comparing our PM to samples from places with different
pollution sources.

The concept that particles induce constriction of pulmonary
arterioles is new and opens new possibilities for the study of
cardiac impairment induced by particles since, conceivably,
constriction of pulmonary vasculature induces an increase of
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147 A TABLE 3
" Mean and Standard Deviation of Wet/Dry Weight Ratio in
_%::’ 12 Lung and Heart from Animals Exposed to Blank Filter,
g 100 pg, and 500 pg of PM, 5
g1
é Wet/dry weight ratio
EQ
)] Lung heart
BB 1
E I O blark Fiter  Blank filter 0.81 £ 002 0.86 + 0.03
E o4 PMI100 pg 0.81 + 0.02 0.84 + 0.05
g I 1 PMS00 pg 0.81 + 0.06 0.87 % 0.04*
B » FM100ug
§ 2 EII 1 *p < 0.001 compared to blank filter and PM100 pg.
0p & PM500ug
reo® I o @ on® o= oe the mechanical load to the heart. In this line, recent epidemi-
M?z . ,3'” ﬁ_ i ological data indicate that patients with congestive heart failure
gories of arteriolar size quared/100) . - o .
are among those with the highest susceptibility to particle
%, B pollution exposure (Mann et al., 2002). In light of our findings,
“ the possibility that an increased afterload to the right ventricle
§ 14 induced by particles may further deteriorate cardiac perfor-
£ mance in subjects with congestive heart failure (CHF) must be
E 12 considered as one of the mechanisms correlating air pollution
2 10 and cardiac diseases. It is also important to stress that any
2 increment in the mechanical load to the heart induces an
% 8 increase in oxygen consumption by the cardiac cells, predis-
g 1 posing to the development of cardiac hypoxia in situations
g °© II O BlankFilter  where the oxygen available to cardiomyocytes is already
8 . I 1 insufficient. Myocardial hypoxia is an event that predisposes
'g © PM 100ug to both myocardial infarction (Peters et al., 2001) and arrhyth-
g 2 § } + 1 mias (Peters et al., 2000; Watkinson et al., 1998), events that
. ® PM 500ug h.ave been related to particle pollution by the epidemiology
N= 4 8 18 u 9 14 15 15 7 hterature.
op3 o7 >g Despite the significant pulmonary inflammation observed,
gories of size (mi quared1 00) the changes in blood markers evaluated in our study show a
somehow lower intensity. We detected a decrease in fibrinogen
19, C and neutrophils in the rats exposed to the low dose of PM; 5.
This finding is somewhat puzzling. One explanation could be
that our lower dose of particles induced a transient adherence
- 8 of neutrophils to the microvasculature, as well as a consumption
e of fibrinogen, changes that were reversed at the higher doses,
g 6 with release of neutrophils and fibrinogen by the bone marrow
§ ' and liver, respectively. In this respect, the hematological
8 E changes observed in our study are less intense than those
g 4 }: }: I
,§ I © Blank Filter
g, I
: & PM100ug FIG. 2. Mean and standard error of lumen/wall ratio values in lung and
1 heart for the three groups (blank filter, 100 pg and 500 pg of PM, 5). (A) L/'W
00 o PM 500U ratio of intra-acinar pulmonary arterioles was significantly decreased in PM
Nopaeea— 5 = . > > o groups (100 and 500 pg) as compared with blank filter (p < 0.001).
0b7 810 12 13 Additionally, the L/W ratio was different between PM500 and PM100 (p =

categories of arteriotar size (nicrometers squared/100)

0.002). (B) Peribronchiolar pulmonary arterioles showed significantly de-
creased L/W ratio in PM 500 group as compared with blank filter and PM100
(p < 0.001). (C) Lumen/wall ratio measured in myocardial arterioles. No
difference was observed among the groups.
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reported in a previous study of our group in animals exposed to
residual oil fly ash (Medeiros et al., 2004). It is possible that our
PM, 5 contains substances with a lower solubility and capacity
to reach the systemic circulation. It is remarkable that
reticulocytes were increased after particle instillation. Previous
studies (Goto et al., 2004; Medeiros et al., 2004; Van Eeden
and Hogg, 2002) have also observed that bone marrow is
responsive to inhaled particles. The increased number of
reticulocytes may induce changes in blood viscosity, which
may contribute to mechanical load to the heart, as well as to
blood clotting. Thus, our results suggest that, although modest
in our case, changes in blood parameters induced by particle
inhalation may participate in the pathogenesis of congestive
heart failure aggravation and myocardial ischemic diseases
reported as associated with particle inhalation by epidemio-
logical studies.

Cardiac edema was also observed in animals receiving PM, s.
The lungs did not exhibit such alteration, suggesting that the
lymphatic drainage in the lungs is an efficient mechanism.
Cardiac edema may occur as a consequence of several phy-
siological and pathological conditions, and the design of our
study did not allow the clarification of its pathogenesis.
However, the presence of cardiac edema, measured 24 h after
particle instillation, is in line with the hypothesis that environ-
ment particles do affect heart functioning.

In conclusion, our results indicate that exposure to environ-
ment particles promotes pulmonary and cardiac alterations
in healthy rats, even when cellular markers of systemic
inflammation are not evidently altered. Pulmonary vasculature
was also markedly affected by particle instillation, resulting
in significant vasoconstriction. In addition, we observed that
the blood marrow also participated in the acute response to
particles reaching the lungs. The overall results supportive the
conclusion that environmental particles affect not only the
lungs but also the heart and suggest that these changes may
occur even when modest alterations of blood cell markers of
systemic inflammation are observed.
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