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RESUMO

A poluicdo ambiental constitui um dos maiores problemas de saude publica mundial.
Diversos estudos epidemiolégicos tém demonstrado associagao entre altos niveis de
materiais particulados (M.P.) e aumento de morbidade e mortalidade. Residual Oil
Fly Ash (ROFA) e materiais provenientes de combustdo de biomassa tém sido
largamente utilizados em estudos experimentais com o intuito de elucidar o
mecanismo de toxicidade induzido por poluicdo atmosférica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de particulas provenientes de queima de Biomassa e
ROFA (proveniente de incinerador e de uma siderurgica), no sistema imune humoral
de camundongos. Foram avaliados niveis de anticorpos da classe 1gG e IgM, e
ativacdo do sistema complemento. Os resultados obtidos mostraram aumento de
IgG sérica total no grupo exposto a ROFA apos o 21 dia de exposicdo bem como
aumento da ativacdo do sistema complemento pelas vias classicas e alternativas
nos soros expostos a todos M.P, sendo esta ativagdo dose dependente (exceto pela
ROFA de incinerador na via alternativa). Os resultados obtidos sugerem que estes
MP materiais exercem efeitos no sistema imune e que a composi¢ao das particulas,
bem como a dose e o tempo de exposicdo, podem ser fatores importantes na
ativagao do sistema complemento e na resposta imune humoral de camundongos.

Palavras —chave: ROFA. Biomassa e resposta imune humoral.
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ABSTRAT

The ambient pollution is one of the biggest problems of world-wide public health.
Several epidemiological studies have demonstrated associations between high levels
of particulate matter (MP) and increase of morbidity and mortality. Residual Oil Fly
Ash (ROFA) and matter result from biomass burning have been widely used in
experimental studies, with the aim of elucidate the mechanism of toxicity induced by
atmospheric pollution. The aim of this work was to evaluate the effect of matter from
combuston of Biomass and ROFA (provide from a incinerator and from a steel
company), in the humoral immune system of mice. It was evaluated levels of
antibodies 1gG and IgM, and activation of the complement system. The results
showed an increase on sera IgG in the group exposed to ROFA after the 21° day of
exposition, as well as increase on activation of classical and alternative pathway of
complement in the serum samples treated with all MP, being this activation
dependent dose (except for the ROFA of incinerator in the alternative pathway). This
data suggests that these MP may influence the immune system and that the
composition of particles, as well as the dose and the time of exposition, may be
important factors in the activation of the complement system and in the humoral
immune of mice.

Keywords: ROFA. Biomass and Humoral Immune Response.
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1 INTRODUGCAO

1.1 APOLUICAO DO AR

A poluicdo ambiental constitui um dos maiores problemas da
humanidade, ndo somente em decorréncia da influéncia nas mudancas climaticas
global, mas também por sua agao prejudicial a saude humana (ROCHA, 2005).

O meio ambiente sofre constantes modificagdes em virtude da
agressao causada pela poluicdo. A maioria dos poluentes inalaveis presentes hoje
na atmosfera sdo os materiais particulados (MP), que sdo capazes de provocar
reagdes quimicas ou fotoquimicas as quais contribuem para modificar o clima global
e local (FITZGERALD, 1991; AUSSET et al., 1994).

Entretanto, de acordo com Bell et al. (2004), é na saude que dados
epidemiologicos mostram os maiores maleficios destes produtos, mesmo em doses
abaixo das preconizadas como seguras pela maioria dos 6rgaos de controle de ar
ambiental.

Uma associacdo clara tem sido demonstrada entre altas
concentracdes de MP, especialmente particulas com diametros menores que 10 um
(MP10), e a exacerbagao de doengas respiratdrias e cardiovasculares crénicas.
Como no caso da exposicdo experimental humana por 2 horas a PM, onde foi
encontrado aumentou neutrofilos no lavado bronquico alveolar (BELL et al., 2004;
HARDER et al., 2001).

A correlagao existente entre MP e determinadas doencas como as
cardiovasculares e asma, entre outras, relatada em estudos epidemioloégicos é
confirmada por ensaios toxicologicos experimentais em voluntarios e animais.
Exposi¢des por inalagdo mostram que MP10 tem efeito inflamatério agudo nas vias
aéreas em humanos, resultando em ativagdo de mastécitos e de neutrofilos, bem
como, no aumento destes ultimos. (SALVI et al., 1999; STENFORS et al., 2004).

As principais fontes de poluicdo sdo produzidas por trafego de
veiculos e por grandes empresas, tais como as siderurgicas entre outras. A queima
de biomassa (incéndios florestais, queima de lenha ou palha de agucar) mais

freqlente em centros rurais, também compde uma parcela importante dos agentes
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poluidores, o que mostra que a poluicdo n&o se encontra restrita a grandes centros
urbanos. (ARBEX et al, 2004).
Estudos sobre os niveis de poluicdo, em grandes centros urbanos,

mostram concentragdes muito elevadas de material particulado atmosférico, com

média anual de 200 a 600 pg/m® e pico de concentracdo exercendo 1000 pg/m?®

(U.N.ENVIROMENT PROGRAM AND WORLD HEALTH ORGANIZATION). Para um
adulto, assumindo um volume total inalado de 20 m> em 24 horas, mais de 20000 ug
de particulas podem ser inaladas durante um pico de poluicdo do material
particulado (NEMMAR et al., 2003).

Estagdo: Santa Casa
100% - _ e —
26% 41%  24% 5% 53%  EBO0%  48% 12%  28%  21%  13%
20%

80% Clasalficagio

do Indles:

PTS

T0%

e d Inadequada

Reguiar

50% -
40% -

Resuma para o ano de 2008

ap; | medla anual; 86,8 pgim’

slor maxime 24 herss: 170 pgim” (22 de agosie)
0%, n® de diss com padrlo primario uirapassado: Temno

0% I

PR R A

ano de 2003

Percentual da classificagio das
médias dlanas para PTS

Gréfico 1 — Classificacdo das médias diarias para PTS na estacdo de
monitoramente “Santa Casa”em Curitiba no ano de 2005.
Fonte: IAP (2005).

O Instituto Ambiental do Parana (IAP), vem monitorando
regularmente a qualidade do ar de Curitiba e regido metropolitana, desde 1985. Os
estudos feitos pelo IAP mostram que a média de Particulas Totais em suspenséo em
Curitiba foi de 71,3 e 66,8 pg/m*® (2004 e 2005 respectivamente) e Araucaria 39,7 e
13,53 ug/m® (2004 e 2005 respectivamente). Dados deste 6rgdo mostram que no

ano de 2005, houve meses em que a média das concentragdes diarias de Particulas



14

Totais em Suspensao (PTS) apresentou niveis regulares por mais da metade do
més (meses de maio, junho e julho - figura 1), o que mostra a importancia e
necessidade do monitoramento ambiental rigido neste estado.

No estado de Sdo Paulo a Companhia de Saneamento Ambiental é
0 6rgao responsavel pelo monitoramento da qualidade do ar deste estado. Dados
deste 6rgao mostram que no bairro de Cerqueira César (SP), os principais agentes
responsaveis pela poluicdo ambiental nos anos de 1996 e 1997 sdo os veiculos
(37%), Carbono secundario (30%) Sulfatos secundarios (20%) entre outros, dados

(figura 2).

MITSEC  RUA

1% 5%
SULSEC
20%%
RIA = pogira @ ssuspensa
COMBE)=combustio de hinmassa
WEE =veiculos VEIC
CARSED = carbono secundirio .
7%

SULSEC ==sultato secundario
MITSEC =nitrato sacundd o

CARSEC
309%
COMEID

— s
|'r S

Grafico 2 — Contribuigdo relativa das fontes de poluicdo do ar (MP 2,5) na cidade
de Sao Paulo, bairro de Cerqueira César, em 1996/1997.
Fonte: CETESB (2005)

Apesar de um grande numero de estudos acerca dos efeitos
provocados por estes materiais, tanto na saude quanto na qualidade de vida, o
verdadeiro mecanismo das alteragdes provocadas pela poluigédo, seja por curtos ou

longos periodos de exposigao, continua incerto.
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1.2 CLASSIFICACAO E PROPRIEDADES DOS POLUENTES

Os poluentes atmosféricos sdo formados por diversos elementos ou
compostos quimicos e podem apresentar-se sob a forma gasosa, sdlida ou liquida.
Os compostos soélidos constituem o material particulado que podem ser de fontes
naturais (spray marinho, solo, vegetacdo e erupgdes vulcanicas) ou antrépicas,
como € o caso da combustdo industrial, doméstica e dos veiculos automotores,
especialmente aqueles movidos a 6leo diesel (BERUBE et al., 1999).

Os principais poluentes atmosféricos em Sao Paulo e Regiao
Metropolitana, bem como suas fontes , segundo a CETESB, estdo resumidos na
tabela 2.



Tabela 1 — Fontes, caracteristica e efeitos dos principais poluentes na atmosfera.

POLLENTE

Faticulas Tolats
BT SUSPENsa0n
(PTS)

CARACTERISTICAS

Particulas da matenal solda o [kuida gue
ficam sLEpE=as na ar, na kbrma de posia,
nabing, asfoesnl, lumaga, ulgem, s,
Fatxa de lamanta = 100 mem.

Particulas Inalévels Particulas da matanal sclda ou lkuida que

MFyc)
B Fumaga

Cicxida da
Er=alra
(=

CitEit da
Miragenka
[NC)

Kenceido da

Carbono
(Lo}

Crenk
==

Fonte: CETESB (2005)

NEAm SLEPESas 1O ar, Md rma de poaim,
nabing, aercesol, lumaga, ulpam, ete.
Fatea da bamanh = 10 mira.

Gas nzalor, com krle ador, samalhanle ao
[as produrido na queima da palkos de
eslores. Pode ser ransiormadd a S0,
U2 nd presanca de vapor de aqua, passa
rapidamanta a HzS0,. E um impatants
prescursar dos sullaes, um das

principals companantes das particulas
Inalawats.

GEs mamrom avarmahada, com odor frle
E MUk il Pads [evar & lonmacaa

o acido nitnco, niralos (o qual contabul
para o aumenio das parliculas inalEayels ra
Almeslera) & composkas orpanicos Kicas.
Gas nzalor, iInedoro & iIrelpida.

Gée noalon, Inedore Nas conceniractas
ambientals & o prndpaEl componena da
néwvaa lauimica.

FONTES PRINCIPAIS

Procasscs INUETEE, ¥ el oUks mako-
rirados exaustac), posira da rua
ressLERENSE, qUAEMA de blomassa.
Forles nalurats: polen, asrossol
marinha e sak.

Procassos da combusias (ndostng @
vekuks aulomoknes), serassol secun-
darkia (krmads na almesrara).

Frocessce que ulileam queima de
ok combusiivel ralinaria da pairkn,

WREUKE & dess, polpa & papal.

Frocasscs da combuslan emakanda
WERUKE aulomokinEs, PrIDEEEDE
Indusirias, usines 1emicas oua
ULZAm GED oU gEE, INCINEraghas.

Combuslao ncompleta em wekulos
aulomotoras

Maa & amitida dratamenie 3 almasiera
E proouz o ologquimicamente pela
radiagan salar sabre as celdas da
MNTEE AN & COMPIShs oranias
wolaais,

EFEITOS &ERAIS SOBAE A SALDE

Quanio maner o lamanho da garlicula,
makar a elailo 4 salkle. Causam aletas
snilical e am pessaas com daenca
Fulmanar, asma & brongquita,

Aumento da alandimanics hesplalases a
monas premaluras.

Cescankark na respragaa, daencas
Tespiralonas, agqrayamenio de doencas
TEspirAlonas e cardkyasculanes |4
axtslenias. Passoas com asma, doangas
CRNEES o2 Coragan & pUImao 530 maks
sarEiak 3o 50,

AUMmenia da sensiblidade 4 #Ema & A
braruile, abatear a relsenc as
nlesgias meplralinas.

Alas nivats de CO eshan assaciadas a
pREuin dos raliecs, da capacdada da
aslimar nlervalos de ampo, no aprendr
rado, de lrabalho & vEUal.

Imilagsa ras olhas & WIS reEpiralonas,
diminuizEn da capacidacs pUlmonar.
Exposican a allas concenracies pode
rESUNAr BM SEreafies de aperlo no
pelo, lossa & chiada na respiracio.

0 Dz ham skk Bss0ciEdd ao aumanlo de
admEsies hoeptalanas,

EFEITOS GERAIS AQ MEID AMBIENTE

Cancs awedelazan, debarragan da weibe
Id=de a conlaminazan do sak.

Canos vegetagin, detariragin da sib
hrlade @ contaminagan do sak.

Poda levar a lormaca de chuva acida,
CALEAT calosan 305 matarak @ dars
avegetazan: [mhas e colhelEs.

Poda |8vEr & Imacsn da chuva Aca,
dEns &vapgalagsa B 4 cohalla.

Danes &5 coihallas, & vegalagan nahral,
paniacoas agcolas; plani=s arnamentss.
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Trabalhos demonstram que as caracteristicas quimicas do MP sao
dependentes de um grande numero de fatores tais como: condigbes atmosféricas
(luminosidade, temperatura, velocidade dos ventos), fontes de emisséo e o tamanho
das particulas. Apesar da diversidade nas propriedades das diferentes amostras de
MP, varios constituintes comuns sao identificados incluindo o carbono elementar,
alguns compostos organicos, tracos de metais, Sulfatos e Nitratos em forma de
aerossol e material biolégico (CARNELLEY; LE, 2001).

Particulas Totais em Suspensdo (PTS) ou MP compreendem
particulas de qualquer tamanho suspensas no ar, sendo que as maiores que 30 - 70
Mm permanecem pouco tempo em suspensao antes de serem depositadas. Esses
materiais podem ser classificados de acordo com seu diametro aerodinamico: MP 10
bruto (menor que 10 ym ), MP 2,5 fino (menor que 2,5 um ) e Ultrafinas (UF) ou
nanoparticulas (menor que 0,1 um). Eles penetram no trato respiratério sendo
capazes de passar através da barreira sanguinea (SEATON et al., 1995).

O tamanho das particulas inaladas € um fator importante na
determinacdo do efeito que essas irdo exercer nos organismos, uma vez que as
particulas maiores que 10 um ficam depositadas nas vias aéreas superiores € sao
removidas pela atividade ciliar. As menores que 10 um, especialmente as com
diametros menores que 2,5 ym, geralmente resultantes da oxidagdo incompleta de
materiais de carbono (GHIO et al., 2002) tém potencial para serem depositadas nos
alvéolos e parecem ser as maiores responsaveis pelos efeitos provocados por esses
poluentes. E sabido ainda, que exposicdes cronicas as particulas finas estdo
altamente associadas com aumentos no indice de doengas crdnicas, incluindo
cancer pulmonar e problemas cardiovasculares (POPE et al., 2002).

O sistema de clearance mucociliar € uma das defesas individuais
mais importantes contra agentes inalados (MACCHIONE et al., 1995; WARNNER et
al., 1996). Este sistema € baseado no transporte continuo do muco das vias areas
para a orofaringe pelo batimento ciliar (MACCHIONE et al, 1999). Os poluentes
podem provocar irritacdo da mucosa nasal com edema e alteracdo das
caracteristicas do muco (SALDIVA et al.,, 1992; 1994) o que pode provocar
obstrucdo nasal cronica e infecgdo (TREVINO, 1996).

Os diversos poluentes emitidos no ar pela queima de biomassa para
obtencdo de energia e de outros materiais pelas industrias, contém muitos metais
como Vanadio(V), Ferro(Fe), Niquel(Ni), e Zinco (Zn); (RENDALL et al., 1994). Para
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estudos dos efeitos desses componentes na saude dos individuos, diversos MP tém
sido utilizados, porém, um dos grandes problemas esta em reproduzir as condi¢cdes
do ar inalado em ambientes poluidos, em laboratérios experimentais. Assim, o MP
Residual Oil Fly Ash (ROFA) tem sido largamente utilizado para verificar efeitos
toxicolégicos em animais e humanos, devido a sua rica composicdo em diversos
metais e a baixa presenga de compostos organicos, o que apresenta-se de grande
utiidade em estudos para hipotese de efeitos bioldgicos mediados especialmente
por metais(GHIO et al., 2002).

Ha poucos dados sobre quais caracteristicas das particulas seriam
responsaveis pelos efeitos a saude, ou seja, qual a influéncia de caracteristicas
como, tamanho do material, area de superficie e componentes quimicos e biologicos
na patogenia da poluigéo.

Estudos recentes tém investigado os mecanismos de agédo do MP e,
embora poucos dados estejam disponiveis sobre o assunto, acredita-se que
estresse oxidativo, reacdo inflamatéria e efeitos moduladores do sistema imune
estejam envolvidos (AMARANTE, 2003).

1.3 ROFA

ROFA é o termo utilizado para o Material Particulado produzido pela
queima de combustiveis fésseis (GHIO et al., 2002)

Esse MP apresenta uma composicdo peculiar, rica em metais e
pobre em compostos organicos (BYRNE; KOSTA., 1978) e, devido a sua
composicao, tem sido largamente utilizado experimentalmente em estudos que
avaliam a resposta imune aos diversos MP, bem como, na hipotese de serem, os
compostos metalicos presentes no ar, os maiores responsaveis pelos efeitos
verificados na imunidade dos individuos expostos a poluicao (GHIO et al., 2002).

Miyabara et al (1998) e Fujieda (1998) em experimentos com
animais e humanos, respectivamente, demonstraram que ROFA e outros produtos
da combustdo de diesel, podem agir como adjuvantes no sistema imune, além de

promovendo o aumento da inflamagao alérgica
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Dreher et al.,, Gavett et al. (1997) e Kodavanti et al. (1998), em
estudos sobre 0os mecanismos de toxicidade, sugeriram a possibilidade dos metais
de transic&o soluveis atuar como um dos fatores determinantes na injuria pulmonar
produzida apds exposicdo a ROFA. Além disso, segundo Samet et al.(1998),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e Fator de Necrose Tumoral ( TNF-a) sao
produzidos por células epiteliais respiratérias quando desafiadas com ROFA.

Experimentos em animais instilados com ROFA tém demonstrado
estresse oxidativo nos pulmdes, que pode ser reproduzido com tratamento com
Vanadio (KADIISKA et al, 1997). Além disso, a inalacdo ou instilagdo de
concentragcdes equivalentes de ROFA provoca respostas inflamatorias semelhantes
nos pulmdes, o que mostra que a exposicdo dos animais por inalacdo ou por
instilacdo podem ser utilizadas experimentalmente, uma vez que mostram resultados
semelhantes (COSTA et al., 1998) e esta inflamagao persiste por mais de 96 horas,

além disso, a reversao acontece lentamente (PRITCHARD et al., 1996).

Biomassa

O Brasil € o maior produtor de cana — de — agucar do mundo.
Atualmente, 4,5 milhdées de hectares do territorio nacional s&o utilizados para o
plantio de cana, representando um por cento das terras cultivaveis ou o espaco
equivalente a duas vezes o Estado do Piaui (EMBRAPA, 2004).

A queima deliberada ou acidental de vegetacao e a fumacga gerada
decorrente dessa queima, causam um impacto importante sobre a saude das
populacdes expostas. Esse impacto inclui aumento da mortalidade, das admissdes
hospitalares, das visitas a emergéncia e da utilizagdo de medicamentos, devido a
doencas respiratorias e cardiovasculares, além de diminuicido da funcdo pulmonar
(WHO, 1999).

A combustdo é um processo quimico pelo qual um material reage
rapidamente com o oxigénio do ar produzindo luz e calor intenso e, no caso da
biomassa, faz-se em trés estagios: ignicdo, combustdo com chama e combustao
com auséncia de chama (ARBEX et al., 2004).

A incineragdo de biomassa (qualquer matéria de origem vegetal ou
animal utilizada como fonte de energia) € a maior fonte doméstica de energia nos
paises em desenvolvimento (WHO, 2000). Cerca de 80% da combustdo de

biomassa ocorre nos trépicos. Ela € a maior fonte de producdo de gases toxicos,
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material particulado e gases do efeito estufa no planeta (CRUTZEN; ANDRAE,
1990), influenciando quimica e fisicamente a atmosfera, produzindo espécies
quimicas que mudam significativamente o pH da agua da chuva (LACAUX et al.,
1992; LOSNO et al.,, 1991) e afetando o balango térmico da atmosfera pela
interferéncia na quantidade de radiagao solar refletida para o espago (WARD et al.,
1992).

Varios estudos epidemiolégicos mostraram associagédo entre o nivel
de poluicao atmosférica e efeitos na imunidade dos individuos. Porém, apesar dos
estudos experimentais com o intuito de propor um mecanismo imunolégico para tais
efeitos, ndo se pode afirmar ao certo qual ou quais as principais células e eventos

imunes s&o 0s principais responsaveis por estes danos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito de ROFA e de Materiais Particulados provenientes

da Queima de Biomassa na Resposta Imune Humoral de camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito in vivo de ROFA e de Materiais Particulados
provenientes da Queima de Biomassa sobre os niveis de anticorpos

séricos da classe IgG e IgM em camundongos.

e Avaliar o efeito in vitro de ROFA e de Materiais Particulados
provenientes da Queima de Biomassa nas vias Classica e

Alternativa do complemento de camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

Esta fase do experimento foi realizada em parceria com o
Laboratério de Poluicdo Experimental (LPAE) do Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

3.1.1 Experimento com ROFA

Foram utilizados dois tipos de poluentes neste experimento. As
particulas designadas de ROFA HU representam o MP obtido do incinerador movido
por oleo diesel do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo. As particulas
denominadas ROFA SID representam MP retido no precipitador eletrostatico
instalado em uma grande siderurgica no Brasil. Para controle do experimento, foi
utilizada agua destilada estéril.

Os elementos componentes das ROFA HU e SID foram
determinados por Medeiros Junior et al. (2004) pelo método ativagdao com Néutrons

e encontram-se na Tabela 1.



Tabela2 -  Concentragdes dos elementos quimicos nas ROFA SID e HU
determinadas por analise da ativagdo de Néutrons com as médias e

correspondentes desvios padrbes (Fe em percentagem).

Elemento Quimico ROFA HU ROFA SID
As ng g* 9,3+10 61,0+ 1,0
Brugg* 8,7+-0,6 1482 + 19
Cepng g™ 51,1+ 0,4 16,3+ 0,3
Copgg* 1229+ 3,1 9,90 + 0,25
Crpggt 32,4+ 0,4 107, 7+ 1,4

Fe (%) 3,28 +-0,07 44,6 0,1
Lapgg* 972 + 12 10,3+0,1
Mn ug g* 1977 + 14 3884 + 24
Rb pg g™ 11,4+ 1,1 719,7+1,0
Sbug g™ 39,8 +-0,7 2,27 £ 0,09
Sepgg™ 20,5 +- 0,2 154,4 + 0,8
Vg gt 1816 + 220 35+4
Znpg g™ 1157+ 1,5 491,9+3,1

23

A ROFA HU apresentou altas concentracées de Ce, Co, La e V,

enquanto que 44,6% da composi¢cao ROFA SID foi de Ferro.

Os outros elementos encontrados em alta concentragdo foram Br,

Cr, Mn, Rb, Se e Zn. Quase todas as particulas tiveram didmetros menores que 10

um, sendo que a média e desvio padrao foram de 1,2 % 2,18 um para ROFA HU e

1,2 + 2,24 um para ROFA SID.
Aproximadamente 98%

didmetros menores que 2,5 um.

das ROFA HU e SID apresentaram
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3.1.2 Experimentos com Particulas de Queima de Biomassa

Foram colhidas Particulas Totais em Suspensdo na cidade de
Araraquara no Sudeste do Brasil durante 497 dias; dentre os quais 175 dias nao
havia queima de cana-de-acucar e 318 dias com queima de cana. A concentragao
diaria das PTS (ug/m?®) foram obtidas utilizando o equipamento Handi-Vol.

As particulas obtidas foram incubadas em estufa a 50 °C até que
suas massas, apos repetidas pesagens, ficasse constante em decorréncia da
eliminagao de toda a agua retida nos filtros. Com isto, foi possivel determinagcéo da
massa do Material Particulado (MP) + massa do filtro (F). Uma vez que tinhamos a
massa do filtro sem particula (F), pode-se determinar a massa do MP, pela equacgéao:

Massa de MP + F - massa de F = a massa de MP ou PTS

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Em cada um dos experimentos foram utilizados 30 camundongos
suicos, machos, com peso entre 20-30 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina, os quais foram mantidos sob ambientalizacéo
no biotério setorial do Centro de Ciéncias Patoldgicas da Universidade Estadual de
Londrina, por 7 dias antes do inicio dos experimentos com agua e ragao comercial
ad libitum. Os 30 animais foram distribuidos em 5 grupos (6 animais em cada grupo)
e receberam tratamento com diferentes MP por instilagdo nasal, diariamente durante

os 28 dias de experimento.

3.2.1 Experimento com ROFA

Grupo Controle - grupo exposto apenas a agua destilada estéril
Grupo ROFA HU 1 - grupo exposto a 1 ng/dia de ROFA HU
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Grupo ROFA HU 10 - grupo exposto a 10 ug/dia de ROFA HU
Grupo ROFA SID 1 - grupo exposto a 1 ug/dia de ROFA SID
Grupo ROFA SID 10 - grupo exposto a 10 ug/dia de ROFA SID

3.2.2 Experimento com Particulas de Queima de Biomassa

Grupo Controle - grupo exposto apenas a agua destilada estéril.
Grupo Queima 1 - grupo exposto a 1 ug/dia de particulas de queima
de biomassa.

Grupo Queima 10 - grupo exposto a 10 ug/dia de particulas de
queima de biomassa.

Grupo N&o Queima 1 - grupo exposto a 1 ug/dia de MP provenientes
de periodos sem queima biomassa.

Grupo Nao Queima 10 - grupo exposto a 10 pg/dia de MP

proveniente de periodos sem queima biomassa.

3.3 IMUNIZACOES

Em ambos os experimentos os camundongos foram submetidos a
trés imunizagbes com antigeno (eritrcitos de carneiro 2%) via intraperitonial (IP),
nos dias 0, 7 e 14.

O antigeno inoculado foi preparado pela adicdo de eritrécitos de
carneiro (lavadas trés vezes com salina 0,85%) a solugédo de Tampao Fosfato-Salina
(PBS) estéril, na concentracdo final de 2%. Foram inoculados 200uL desta

suspensao em todos os camundongos.
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3.4 PREPARO DAS SUSPENSOES DE POLUENTES

Nos experimentos com ROFA HU e SID, as particulas foram
preparadas segundo Medeiros Junior et al. (2004), tendo sido modificado o veiculo
descrito (salina), por agua destilada. As particulas foram pesadas e diluidas em agua
destilada estéril, na concentracdo de 1 mg/mL. Para o experimento com particulas
de queima de biomassa, o MP retido em filtros foram retiradas do filtro e diluido em
agua destilada estéril, na concentragcdo de 1 mg/mL. Essas suspensdes foram
submetidas ao sonicador durante trés tempos de 20 minutos, aliquotadas em tubos
do tipo eppendorf e estocadas sob refrigeragdo. Para a concentragéo de 0,1 mg/mL,
efetuou-se a diluicdo da solucdo estoque em mesmo veiculo estéril. Antes das
instilagdes diarias, as suspensdes eram submetidas a vigorosas agitagoes.

Para os experimentos de avaliagdo de hemodlise pelo sistema
complemento, as concentragbes de 1 pg/ yL e 10 ug/ pl das suspensdes dos MP

acima tiveram suas concentracdes de NaCl alteradas para 0,85%.

3.5 ADMINISTRACAO DOS POLUENTES

A administracdo do poluentes foi efetuada segundo a técnica
descrita por Medeiros Junior et al. (2004) Foram administrados, com micropipeta, 10
uL das suspensdes citadas no item 3.4 em uma das narinas do animal acordado,
diariamente pelo periodo de 28 dias. Essa instilagdo provoca um reflexo de apnéia

seguida de uma profunda inspiragéo que leva o liquido até os pulmdes.

3.6 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS DE SORO

Nos dois experimentos realizados as amostras de soros foram

colhidas imediatamente antes a primeira imunizagéo (dia 0), e nos dias 7, 14, 21 e
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28 dos experimentos, tendo sido realizado no 28° dia, sangria total por puncéao
cardiaca, com posterior sacrificio dos animais.

Para a obtenc&o dos soros, os animais foram anestesiados com éter
etilico e 50 pL de sangue foi colhido pela veia caudal com imediata cauterizagdo do
local.

O sangue obtido foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos, 0 soro

separado e armazenado a —20°C.

4 e
lfﬂ‘ Dia 0
Instilagdo de 10uL Retirada de sangue
de MP diariamente Inoculacdo de eritrécito de
| carneiro 2% (1° dose)
Dia 7
Instilagdo de 10uL Retirada de sangue
de MP diariamente Inoculagéo de eritrocito de

carneiro 2% (2° dose)

Dia 14
Instilagédo de 10uL
de MP Retirada de sangue
diariamente Inoculacdo de eritrécito de
carneiro 2% (3° dose)
Dia 21

Retirada de sangue

Instilacdo de 10uL de

MP diariamente Sacrificio com sangria total

Dia 28

Figura 1 — Delineamento do experimento da avaliagao do efeito de MP na
resposta imune humoral (IgM e IgG) de camundongos imunizados
com eritrocitos de carneiro.
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3.7 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE CAMUNDONGOS TRATADOS coM MP
PROVENIENTES DE POLUICAO ATMOSFERICA

3.7.1 Preparacgao do Antigeno de Membrana de Eritrocitos de Carneiro

A preparacédo do antigeno foi efetuada conforme a técnica descrita
por Dodge et al. (1963) e modificada por Ladics (2006).

Foram colhidos, por pungdo venosa, 20 mL de sangue de carneiro
em tubos plasticos contendo o mesmo volume da solug&o anticoagulante Alsever. O
material foi incubado overnight a 4 °C e centrifugado por 15 minutos a 1000 g. O
sobrenadante foi retirado e o precipitado, apos trés lavagens com salina 0,9%, foi
ressuspendido em 32 mL de solugédo TRIS-HCI (0,15 M) com EDTA (0,1 mM, pH
7,6).

A suspenséo foi novamente centrifugada a 4 °C por 30 minutos a
25000g. O precipitado obtido foi diluido em 38 mL do mesmo tampé&o, centrifugado
e, esse processo foi repetido até que toda a hemoglobina visivel fosse retirada. A
solugdo sem hemoglobina visivel obtida foi filtrada e novamente submetida a
centrifugagédo, nas mesmas condigdes anteriores, sendo que este ultimo pellet foi
ressuspendido em solugdo SDS 0,1 %. Foram feitas aliquotas de 1 mL e estocadas
a -20°C.

A concentragdo de proteinas foi dosada pelo método de Bradford
(1976)

3.7.2 Ensaio de ELISA

Microplacas de poliestireno de 96 cavidades (COSTAR R) foram
sensibilizadas com 100 ul do antigeno de membrana de eritrécitos de carneiro
(1mg/mL) (item 3.7.1) em tampao Carbonato (pH 9,6) e incubadas a 4 °C durante 18

horas. As placas foram lavadas com solugdo de Tampao Fosfato Salina (PBS) -
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Tween 20 % por trés vezes e bloqueadas com 150 [Jul de solugdo PBS - Leite
desnatado 1 % por uma hora. A seguir as placas foram novamente lavadas com
PBS - Tween e incubadas por 1 hora a 25 °C com os soros diluidos 1:100 em PBS-
Leite 1%. Novas lavagens com PBS - Tween foram realizadas e adicionou-se 1000
ul de substrato, anti- IgG ou anti - IgM de camundongo e incubou-se por mais uma
hora. O mesmo procedimento de lavagem foi realizado e em seguida 10001 ul de
substrato (10 ml de tamp&o acetato de sédio 0,1 M; 100 ul de perdxido de oxigénio e
100 pl de Tetrametilbenzidina (TMBZ) foi incubado por quinze minutos, a reac¢ao foi
bloqueada pela adicdo de 5001 pl de Acido Sulftrico 1N, sendo a absorbancia

determinada em Multi-Skan a 450nm.

3.7.3 Avaliagao in vitro da Influéncia dos MP na Ativacdo do Sistema Complemento

de Camundongos

Para avaliar a habilidade dos varios materiais particulados em ativar
o sistema complemento de camundongos, foi obtido uma mistura de soros (sangria
por puncao cardiaca de 20 animais) de camundongos sui¢gos nao infectados. Os
soros obtidos foram aliquotados e armazenados a -20°C até a realizacdo do ensaio.

Para a avaliacdo da hemodlise foram utilizadas suspensdes de
eritrocitos de carneiro (via clasica) e de coelho (via alternativa).nestes experimentos.

Para o preparo da suspensdo de eritrocitos de carneiro foram
colhidos, por pungao venosa, 5 mL de sangue de carneiro em tubos plasticos
contendo o mesmo volume da solugdo anticoagulante Alsever. O material foi
incubado overnight a 4 °C e centrifugado por 15 minutos a 1000 g. Os eritrécitos do
pellet foram lavados trés vezes com tampao HEPES e apds a centrifugacéao final,
ressuspendidas no mesmo tampé&o na concentragao final de 0,6%.

Para o preparo da suspensdo de eritrocitos de coelho foram
colhidos, por puncdo cardiaca, 5 mL de sangue de coelho em tubos plasticos
contendo o mesmo volume da solugdo anticoagulante Alsever. O material foi
incubado overnight a 4 °C e centrifugado por 15 minutos a 1000 g. Os eritrécitos do

pellet foram lavados trés vezes com Tampdo HEPES Mg*YEGTA apds a
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centrifugacao final, ressuspendidas no mesmo tampao na concentracao final de
0,6%.

3.7.3.1 Avaliagao da ativagao da via alternativa

Foram incubados 100 pl da mistura de soros de camundongos, com
10 pl da suspensao de 0,1 e 1 mg/mL das particulas (ROFA HU, ROFA SID, Queima
e Nao Queima de Biomassa), por 90 minutos a 37°C em microplacas de 96
cavidades de fundo chato. Adicionou-se em seguida, 50 pl da suspenséo de
eritrocitos de coelho 0,6%, seguido da adigdo de 50 ul do tampéo diluente. As placas
foram incubadas durante 90 minutos sendo o volume transferido para tubos tipo
eppendorf, os quais foram centrifugados a 2000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante

transferido para placas de fundo chato para posterior leitura a 405 nm.

3.7.3.2 Avaliagao da via classica

Obtencéao de Anticorpos Anti - hemacias de carneiro

Foram inoculados IP em camundongos suigos com peso entre 20-
30g, 200 pl de suspensao estéril, de eritrécitos de carneiro 2% e obteve-se o soro
desses animais seis dias apos a inoculacdo. O soro obtido foi incubado a 50°C por

30 minutos para inativacao do complemento.

Realizag&o do Ensaio

Foram incubados 80 ul da mistura de soros de camundongos (item
3.7.3), com 10 ul da suspensao de 0,1 e 1 mg/mL das particulas (ROFA HU, ROFA
SID, Queima e Nao Queima de Biomassa), por 90 minutos a 37°C em microplacas
de fundo chato de 96 cavidades. Adicionou-se em seguida, 50ul da suspensao de
eritrocitos de carneiro 0,6% em Tampao Hepes e ainda 50 ul de anticorpo anti-
eritrécitos de carneiro diluido 1/10 em mesmo tampao. As placas foram incubadas

por 90 minutos e o volume transferido para tubos tipo eppendorf, que foram
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centrifugados a 2000 rpm por 3 minutos € o sobrenadante transferido para placas de
fundo chato para leitura a 405 nm.

Como controles foram utilizados os respectivos tampdes e um
segundo controle foi realizado com suspensdo de particulas de grafite na

concentragdo de 1mg/dL(nos mesmo volumes dos poluentes)

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As amostras foram analisadas estatisticamente pelo teste Tuckey

sendo considerado significativo o resultado, quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunotoxicidade pode ser definida como os efeitos adversos de
agentes ou produtos quimicos no Sistema Imune (KAROL, 1998). Existem quatro
tipos de efeitos adversos que podem ser imunomediados: imunossupressao,
imunoestimulagdo, hipersensibilidade e autoimunidade (DESCOTES, 2006).

Diversos agentes tém sido associados com imunossupressao em
animais, incluindo agentes quimicos, bioaeresdis e agentes fisicos como luz ultra-
violeta (SIPES et al.,, 1997). Imunoestimulagdo pode ser resultado de exposicao
quimica. Uma das mais importantes doengas alérgicas, no contexto da exposigéo
ocupacional e ambiental, € a hipersensibilidade respiratéria, que é causada por
baixas concentragdes de moléculas de baixa massa molecular e por altas
concentragcdes de moléculas de alta massa molecular (GRAHAN et al., 1997).

Apesar da descrigdo de inumeros modelos de ensaios toxicologicos
empregados para a avaliagdo imunotoxicolégica de elementos ou compostos
quimicos, ndo ha um consenso do melhor ensaio a ser empregado. Varios fatores,
entre eles as propriedades da propria substancia, tamanho, solubilidade entre
outros, devem ser levados em conta para a escolha do melhor ensaio a ser utilizado.

A analise imunotoxicologica da Reposta Imune Humoral geralmente
€ realizada por ensaio de Células Formadoras de Placa (PFC) que detecta Anticorpo
IgM para eritrécitos de carneiro (SBRC). E um teste bastante sensivel dentre os
empregados para avaliar efeitos imunotoxicologicos em exposicbes a agentes
quimicos (TEMPLE et al.,1993).

Outro ensaio mais recentemente utilizado em andlises
imunotoxicolégicas da Resposta Imune Humoral é o ELISA para detecgdao de
anticorpos IgM contra eritrocitos de carneiro (LADICS, 2006).

Estudos com varios agentes quimicos imunotéxicos demonstraram
que ELISA para deteccédo de anticorpos IgM para hemacias foi pelo menos téao
sensivel quanto o método de PFC (TEMPLE et al., 1993; 1995).

O ensaio de ELISA, por outro lado, apresenta varias vantagens
sobre 0 método de PFC. Pode ser processado em horas, enquanto PFC requer
varios dias, além disso, ELISA diminui o numero de animais empregados por estudo,

uma vez que 0s animais nao precisam ser sacrificados para a obtencdo das
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amostras de soro. As amostras de soro obtidas podem ser otimizadas e empregadas
na dosagem de outras classes de anticorpos (JOHNSON et al., 2000) como € o caso
desse trabalho, onde além de IgM, anticorpos da classe IgG também foram
analisadas.

Todos os anos milhdes de pessoas morrem ou sofrem sérios danos
a saude, causado pela polui¢cao do ar. Fortes evidéncias epidemioldégicas emergiram,
especialmente na ultima década, demonstrando a associagao entre a concentragao
de M.P. ambiental e o aumento da morbidade e mortalidade, os individuos
portadores de doencgas respiratérias (asma, e doengas obstrutivas cronicas), e
aqueles portadores de doengas cardiovasculares sao especialmente atingidos
(ARBEX et al, 2004).

Apesar do aumento de estudos a respeito dos efeitos desses
poluentes a saude, os verdadeiros mecanismos bioldgicos envolvidos ainda nao
estdo bem definidos, ndo esta esclarecido quais caracteristicas e componentes dos
poluentes sdo os responsaveis por seus efeitos toxicos ao organismo, 0 que mostra
a importancia de trabalhos nesta area (MUDWAY et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2006).

As duas classes de imunoglobulinas componentes da Resposta
Imune avaliadas neste trabalho sdo moléculas de grande importancia na defesa aos
variados antigenos, e por este motivo foram escolhidas. Os anticorpos da classe IgM
sao 0s que aparecem no inicio da resposta imune humoral, e tendem a apresentar
niveis mais elevados nas primeiras semanas apds o contato com os antigenos. As
imunoglobulinas da classe IgG, aparecem mais tardiamente em relagao as IgM, e
tém seus titulos mais elevados apds as primeiras semana de contato com o

antigeno.
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Gréfico 3 — Perfil da Resposta Imune - Niveis de Anticorpos da classe IgM em soros
de camundongos expostos e nado expostos in vivo a ROFA HU e SID,
detectados pelo Método de ELISA .
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Grafico 4 — Perfil da Resposta Imune - Niveis de Anticorpos da classe IgG classe em
soros de camundongos expostos e ndo expostos in vivo a ROFA HU e
SID, detectados pelo Método de ELISA .
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Os resultados obtidos mostram que nos grupos de camundongos
expostos a ROFA nao houve diferencas significativas estatisticamente entre os
animais do grupo controle e os tratados com M.P., embora tenha sido observado
uma tendéncia dos grupos HU e SID, em ambas as doses, a apresentarem niveis
mais elevados de imunoglobulinas da classe IgM em relagdo ao grupo controle
(figura 1).

A figura 2 mostra a resposta imune produzida por camundongos
imunizados com eritrécitos de carneiro e expostos por 28 dias a ROFA. A partir do
14° dia ha um aumento nos niveis de anticorpos da classe IgG Esta
imunoestimulacao foi significativa estatisticamente, no grupo de animais expostos a
ROFA SID 1ug em relagdo ao grupo de animais ndo expostos a MP, no 28° dia de
experimento (figura 2).

Foi verificado ainda, uma tendéncia em todos os grupos expostos a
ROFA a apresentarem maiores niveis destes anticorpos em relacdo ao grupo
controle (figura 2).

Estes dados estdo de acordo com Leonardi et al (2000), que
relataram aumento de linfocitos B (dosados por citometria de fluxo) bem como de
IgG total em criancas de 9 a 11 anos, expostas a MP na Bulgaria, Republica Tcheca,
Hungria, Polénia, Roménia e Eslovaquia.

Winkler et al. (1996) também relataram aumento nos niveis
plasmaticos de anticorpos da classe IgG no soro de mulheres que habitavam
ambientes poluidos na Alemanha, quando comparadas a mulheres que habitavam
areas nao poluidas.

Considerando-se que em nosso trabalho o tempo de exposicao e as
doses utilizadas para as duas ROFA foram iguais, os resultados de diferentes niveis
de anticorpos obtidos, sugerem que a composig¢ao e a origem da ROFA sao fatores
importantes no efeito destes materiais na resposta imune humoral.

Outros trabalhos mostram que a composicdo das particulas,
incluindo a acidez e os metais de transicdo, o conteudo de hidrocarbonetos além da
biodisponibilizacdo destes téxicos, sado fatores considerados importantes na
determinacgao da atividade bioldgica das particulas.(MUDNAY et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2005).



36

Os dados aqui obtidos sugerem que ha uma imunoestimulagao
provocada pelas particulas provavemmente, desviando para uma Reposta tipo THo.
Porém, ensaios com dosagens de citocinas ou subclasses de IgG s&o necessarios
para avaliar o perfil de resposta predominante.

No Brasil, a utilizagdo de alcool hidratado como combustivel de
veiculos automotores, ou mistura alcool/gasolina, trouxe beneficios para o meio
ambiente e para a saude da populacdo. Porém, esse aumento na utilizagdo do
alcool provocou um substancial aumento da area utilizada para cultivo de cana-de-
agucar no Brasil. Nas regides em que ha cultivo e colheita de cana, a qualidade do
ar foi prejudicada devido o aumento na quantidade de cana queimada, o que gera
aumento de poluentes atmosféricos (ARBEX et al., 2004; DUCLOS, 1990).

Estudos a respeito do efeito de materiais particulados provenientes
da queima de biomassa no sistema imune sao escassos. No Brasil, onde esta
cultura agricola apresenta grande importancia ambiental e econdmica, estudos sobre
0s possiveis impactos na saude de individuos freqientemente expostos a esses

materiais sdo de fundamental importancia.
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Gréfico 5— Perfil da Resposta Imune - Niveis de Anticorpos da classe IgM em soros de
camundongos expostos in vivo a particulas de queima e nao-queima de
biomassa detectados pelo Método de ELISA.
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Grafico 6 — Perfil da Resposta Imune — Niveis de Anticorpos da classe IgG em soros de
camundongos expostos in vivo a particulas de queima e ndo- queima de
biomassa detectados pelo Método de ELISA.

Os resultados obtidos mostram que nos grupos de camundongos
expostos a particulas de queima de biomassa nao houve diferengas significativas
estatisticamente nos niveis de anticorpos destes animais em relagdo ao grupo
controle, embora tenha sido observado uma tendéncia a maiores niveis de IgM em
todos os grupos expostos aos M.P. quando comparado ao grupo nao exposto(figura
3). Esta tendéncia também pode ser visualizada nos niveis de imunoglobulinas da
classe IgG, nos grupos expostos a maiores doses de MP (figura 4).

Estes dados sugerem que os efeitos na saude provenientes da
queima de cana-de-agucar podem permanecer mesmo apos o0s periodos de
combustdo. E que a queima de biomassa € pelo menos tdo toxica quanto o M.P.
emitido por empresas da

Considerando que o sistema complemento é um dos principais
mecanismos efetores do sistema imune (KIRSCHFINK; MOLLNES, 2003), neste
trabalho avaliou-se o efeito dos diferentes materiais particulados no sistema

complemento de camundongos.
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O efeito dos MP no sistema complemento foi avaliado por meio de
incubacdes dos materiais de queima de biomassa e de ROFA SID e ROFA HU, com
soros de camundongos. A percentagem de hemdlise dos eritrocitos em cada grupo

foi calculada e comparada com a hemdlise obtida no grupo controle.
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Gréfico 7 — Analise da Via Classica do sistema complemento em soros de camundongos
expostos in vitro a materiais particulados.
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Gréfico 8 — Analise da Via Alternativa do sistema complemento em soros de camundongos
expostos in vitro a materiais particulados.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as particulas
provenientes de queima de biomassa, ROFA SID e ROFA HU sao capazes de ativar
a cascata do complemento tanto pela via classica quanto pela via alternativa, uma
vez que houve diminuigao significativa na lise dos eritrocitos em todos os grupos
expostos aos poluentes quando comparado ao controle sem particulas (figuras 5 e
6) e ao controle co particulas de carbono.

Estes dados estdo de acordo com trabalhos em criangas no Japéao
(SHIMA et al.,1999) e adultos (HADNAGY et al., 1996), que mostram que individuos
expostos a poluicdo atmosférica podem apresentar aumentos nas concentracoes
séricas de produtos da ativacdo do complemento.

Winkler et al (1996), na Alemanha, obteve valores de percentagem
de componentes do sistema complemento acima dos normais no soro, comparando
populacdes de mulheres de ambientes poluidos com ndo poluidos.

Trabalhos com MP provenientes de fumaga de cigarro e também
com particulas de combustao de diesel, mostraram que esses materiais ativam a via
alternativa do complemento (ROBBINS et al., 1991; KANIMITSU et al., 1998).

Os dados apresentados na Figura 5 mostram que a diminuigao

provocada na lise de eritrocitos do carneiro pela via classica do complemento, pode
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ser dose dependente, uma vez que as maiores doses de MP apresentaram menores
percentagens de lise.

Na Via Alternativa (figura 6), a diminuicdo na hemolise obtida, n&o foi
dose dependente nos grupos expostos as particulas provenientes da queima de
biomassa e HU, uma vez que nao houve diferengas significativas estatisticamente
entre as doses testadas destes grupos. Apenas os grupos expostos as particulas
ROFA SID mostraram diminuicdo dose dependente de hemolise (figura 6).

Estes dados estdo de acordo com Beukelman et al. (1986) que
mostraram que a atividade do complemento sofre depressdo dose-dependente em
camundongos expostos a particulas de poeira doméstica na via classica porém nao
na via alternativa do complemento

Considerando a frequéncia com que individuos podem estar
expostos a MP proveniente de grandes centros urbanos e industriais, ou ainda a MP
oriundos de areas de queima de biomassa € importante que estudos a respeito dos
efeitos induzidos por poluentes no sistema imune sejam realizados.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os MPs avaliados
podem interferir na resposta imune humoral de camundongo.

O impacto de poluentes do ar no sistema imune continuara a ser
estudado em nosso laboratério em busca dos possiveis mecanismos envolvidos nos

efeitos observados neste estudo.
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5 CONCLUSOES

e ROFA proveniente da siderurgica induziu aumento nos niveis de
anticorpos da classe IgG em camundongos expostos por mais de 21 dias a estes
materiais.

e Os materiais particulados provenientes da queima de biomassa
bem como ROFA ativam o sistema complemento pelas Vias Classicas e
Alternativas.

e A ativagdo das Vias Classicas e Alternativas do complemento
foram dose dependentes nos animais expostos a materiais particulados provenientes

da queima de biomassa e ROFA (exceto pela ROFA HU na via alternativa).
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