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RESUMO

A poluicdo atmosférica € uma preocupacao crescente devido a disseminagéo do
material Particulado (MP), que impacta a qualidade do ar e agrava doengas
respiratorias. Este estudo investigou a caracterizacdo do MPSe (Material
Particulado Sedimentado) na regido de Vitoria (ES) utilizando Dynamic Light
Scattering (DLS), potencial zeta, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Difracdo de Raios X (DRX) e
analise microbioldgica por cultura para deteccdo de microrganismos. O DLS
indicou um didmetro hidrodindmico médio de 1638,33 + 359,85 nm, com
potencial zeta médio de -9,92 + 0,81 mV e indice de polidispersdo de 0,625 +
0,13. A MEV revelou aglomerados de metais, e a DRX apontou a predominancia
de hematita e magnetita no MP. A analise microbiolégica destacou a
necessidade de esterilizacdo, pois o material ndo autoclavado permitiu o
crescimento de hifas e bactérias Gram-positivas. Posteriormente, investigou-se
o efeito da exposicdo ao MPSe na morfofisiologia pulmonar de camundongos
Balb/c. Os animais foram divididos em quatro grupos: Controle (C), Modelo
Asmatico (MA), contaminado com MPSe (MP), e asmatico exposto ao MPSe
(MAMP). Foram realizadas analises histoldgicas (n=6) e fisiolégicas (n=8) em
cada grupo. A complacéncia pulmonar e a resposta miogénica foram avaliadas
por meio de um ensaio mecanico inovador em Orgao integro. O estiramento
revelou um aumento significativo da tensdo no grupo MAMP (512,56%
comparado ao controle), seguido pelos grupos MP (239,29%) e MA (68,28%). A
tensdo de contracdo miogénica também foi elevada nos grupos MA (77,11%),
MP (105,88%) e MAMP (390,8%). Nas analises histologicas, observou-se um
aumento do septo alveolar nos grupos MA (77%), MP (214%) e MAMP (255%),
enquanto a area alveolar diminuiu em 53%, 58% e 81%, respectivamente. Maior
deposicao de fibras colagenas foi observada nos grupos MA e MAMP. Concluiu-
se que o contato do MPSe com o modelo animal compromete a complacéncia
pulmonar, aumenta a rigidez tecidual e eleva o risco de desenvolvimento de
doencas respiratorias devido a sua composicao.

Palavras-chave: Material Particulado; MP; Doengas respiratorias.



ABSTRACT

Air pollution is a growing concern due to the spread of Particulate Matter (MP),
which impacts air quality and worsens respiratory diseases. This study
investigated the characterization of MPSe (Settleable Particulate Matter) in the
Vitéria (ES) region using Dynamic Light Scattering (DLS), zeta potential,
Scanning Electron Microscopy (SEM) with Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS), X-ray Diffraction (XRD), and microbiological analysis through culture for
microorganism detection. DLS indicated an average hydrodynamic diameter of
1638.33 + 359.85 nm, with an average zeta potential of -9.92 + 0.81 mV and a
polydispersity index of 0.625 + 0.13. SEM revealed metal clusters, and XRD
indicated the predominance of hematite and magnetite in the MP. Microbiological
analysis highlighted the need for sterilization, as the non-autoclaved material
allowed the growth of hyphae and Gram-positive bacteria. Subsequently, the
effect of MPSe exposure on the lung morphophysiology of Balb/c mice was
investigated. The animals were divided into four groups: Control (C), Asthma
Model (MA), contaminated with MPSe (MP), and asthmatic exposed to MPSe
(MAMP). Histological (n=6) and physiological (n=8) analyses were performed in
each group. Pulmonary compliance and myogenic response were evaluated
through an innovative mechanical assay in the intact organ. Stretching revealed
a significant increase in tension in the MAMP group (512.56% compared to the
control), followed by the MP (239.29%) and MA (68.28%) groups. Myogenic
contraction tension was also elevated in the MA (77.11%), MP (105.88%), and
MAMP (390.8%) groups. Histological analyses showed an increase in alveolar
septa in the MA (77%), MP (214%), and MAMP (255%) groups, while the alveolar
area decreased by 53%, 58%, and 81%, respectively. Greater collagen fiber
deposition was observed in the MA and MAMP groups. It was concluded that the
contact of MPSe with the animal model compromises lung compliance, increases
tissue stiffness, and raises the risk of developing respiratory diseases due to its
composition.

Keywords: Particulate Matter; PM; Respiratory Diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1 Poluigdo ambiental.

A poluicdo ambiental estd em constante aumento e causa danos severos e
irreversiveis ao mundo. Ela se manifesta em diferentes formas: poluicdo do ar,
da agua, do solo, ruido e luz. A urbanizacdo e o avanco tecnoldgico colocaram
em risco a sobrevivéncia do planeta ao degradar a qualidade dos elementos
essenciais do ambiente - ar, 4gua e solo - devido a liberacdo de residuos de
fabricas, como plasticos, metais pesados, nitratos, queima de combustiveis
fésseis, chuva acida, vazamentos de petréleo e atividades de mineracdo. A
urbanizacdo e o crescimento populacional corroboraram também na poluicdo
nas cidades. (NAWAZ et al., 2023).

Os agentes poluentes estdo se multiplicando de forma exponencial na
sociedade moderna, desequilibrando os ecossistemas e apresentando ameacas
de extingdo para diversas espécies e aos seres humanos. A cada respiracao, o
organismo absorve minusculas particulas que representam uma ameaca
significativa para a saude dos pulmdes, coracéo e cérebro, podendo causar uma
variedade de problemas de saude. Elas podem incluir fuligem, poeira do solo e
sulfatos, entre outros compostos nocivos. Essas particulas sao tdo pequenas
que podem penetrar profundamente nos pulmdes representando um sério risco
para a saude publica.(GAUR; SHARMA; YADAYV, 2024)

A degradacdo ambiental pode desencadear vulnerabilidade e novos riscos
a sociedade (MIGRATION, 2023). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
revela que 9 de cada 10 pessoas no mundo respiram ar contendo altos niveis de
poluentes gerando 7 milhBes de mortes anuais em consequéncia da exposicao
a poluicdo atmosférica. Dessas, estima-se que 21% sejam por pneumonia, 20%
por derrame, 34% por doencas cardiacas isquémicas, 19% por doenca pulmonar
obstrutiva crbnica e 7% por cancer de pulm&o (World Health Organization
(WHO), 2019).

A OMS considera que entre 20 a 30% das internacdes por doencas
respiratorias podem estar relacionadas a poluicdo atmosférica. No Brasil o
Sistema Unico de Saltde (SUS) é impactado pelos agravos a poluicéo

atmosférica. O periodo de 2008 a marco de 2019, o valor total gasto com



internacdes no pais por doencas do aparelho respiratorio ultrapassou R$13,6
bilhdes (World Health Organization (WHO), 2019).

Dessa forma, componentes que se destacam sdo o0s elementos
potencialmente toxicos, os metais e metaloides, anteriormente denominados,
erroneamente, como “metais pesados”. Tais contaminantes possuem efeito
téxico no meio ambiente, prejudicando animais e seres humanos, podendo ser
citado como exemplo: arsénio (As), cobre (Co) , cromo (Cr), cadmio (Cd), ferro
(Fe) (DUFFUS, 2002 e DA ROCHA BRAGA et al., 2022).

Além dos metais e metaloides ainda existem as substancias poluentes,
como o Ozénio (O3), Dioxido de nitrogénio (NO2), Diéxido de enxofre (SO2),
mondéxido de carbono (CO) e ainda temos particulas suspensas no ar com
didmetro de 10 micrometros ou menos, denominadas Material Particulado 10
(MP10), que acabam sendo danosas por sua reatividade e capacidade de
transposicao de barreiras teciduais (“WHO Air Quality Guidelines”, 2021).

A dispersao do Material Particulado (MP) na atmosfera é regida por
regulamentagfes para minimizar e prevenir problemas de saude. Os limites
recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para particulas em
suspensao no ar (MP) sédo de até 50 yg/m*® para PM10 em um periodo de 24
horas (World Health Organization (WHO), 2006). O monitoramento continuo da
qualidade do ar é essencial para a avaliacao da exposicéo e implementacédo de
estratégias de controle. Técnicas de amostragem atmosférica e andlises
laboratoriais séo utilizadas para medir as concentracdes de MP e entender suas
fontes e impactos. Medidas regulatérias e politicas publicas, como a
implementagdo de tecnologias mais limpas e controle de emissfes, s&o
fundamentais para mitigar a poluicdo por particulas em suspensédo (COHEN et
al., 2017).

Estudando uma area urbana de Vitéria (ES) e seus arredores, impactada
por atividade de mineracdo, SOUZA et al. (2021) apontam que existem varios
fatores que podem desencadear a liberacdo de elementos potencialmente
téxicos no ambiente, mas verificou que sua origem mais preponderante é de
rochas sedimentares oriundas de atividades de mineracdo. Esses elementos,
potencialmente toxicos, ao se misturarem com diferentes elementos ambientais,
como agua, solo e ar, sdo expostos aos seres humanos e outros organismos

vivos atraveés da via respiratoria. Por exemplo, a exposicéo a particulas contendo



ferro pode desencadear resposta no trato respiratorio inferior, aumentando as
concentracfes de ferritina e lactoferrina, ao mesmo tempo em que diminui os
niveis de transferrina para mitigar o estresse oxidativo (GHIO et al., 1998). Em
geral, embora os 6xidos de ferro em tamanhos maiores nao sejam considerados
cancerigenos em humanos, ha preocupacdes emergentes quanto a potencial
toxicidade dos Oxidos de ferro em escala hanométrica, especialmente devido a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (PEASE; RUCKER; BIRK, 2016).

Sao varios os exemplos na literatura sobre a contaminacdo ambiental por
metais, o estudo de FREITAS et al.,, 2022, que contou com cerca de 4.000
voluntarios, avaliou o comprometimento da satde de humanos apds a exposicao
elementos potencialmente toxicos na cidade de Mariana e Barra Longa (regifes
de mineracéo), e identificou o aumento abrupto de doencas respiratérias. Apesar
de estudos focarem em determinada espécie ou bioma, a difusdo de
contaminantes quimicos para regides mais distantes pelo vento deve ser
considerada (DA ROCHA BRAGA et al., 2022).

Desse modo, a investigacdo sobre as vias de contaminacdo do material
particulado em espécies é fundamental para compreender as consequéncias
ecolégicas e socioecondmicas da poluicdo do ar. O entendimento dos danos
causados por poluentes dispersos pelo ar tem potencial para informar as
populacdes e autoridades para a tomada de decisbes em termos de gestéo

ambiental e politicas de conservacao.

1.2 Caracterizacao do Material Particulado (MP)

O Material Particulado (MP), é definido pela Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo, como “conjunto de poluentes constituidos de poeiras,
fumacas e todo tipo de material sélido e liquido que se mantém suspenso na
atmosfera por causa de seu pequeno tamanho” (CETESB, 2022). Esse material
tem origem em diversos processos com dissipacdo a partir de veiculos
automotores, processos industriais, queima de biomassa e ressuspensao de
poeira do solo (NOZZA et al., 2021; DOUMBIA et al., 2023; ASGHAR et al.,
2024).

A presenca de MP representa perigo para a saude humana segundo a OMS-
Europa, 2023 (“Harm to human health from air pollution in Europe”, [s.d.]).

Revelando que as concentracbes de poluentes atmosféricos em 2021



permaneceram bem acima dos niveis recomendados pela Organizacao Mundial
da Saude (OMS) nas suas diretrizes de qualidade do ar, revelando o aumento
de atencao a esse cenario.

O didmetro aerodindmico € um dos principais critérios para descrever a
capacidade de transporte da particula na atmosfera e/ou habilidade de inalacéo
pela respiracdo (MIMURA; FERREIRA; SILVA, 2020). As particulas séo
classificadas em categorias de tamanho, com base na capacidade prevista de
penetracdo nos pulmdes: Material Particulado com diametro entre 2,5 e 10 ym
(MP10), Material Particulado (MP2,5) com diametro aerodinamico igual ou
inferior a 2,5 ym e Material Particulado (MP0,1) com diametros iguais ou
inferiores a 0,1 um (CHO et al., 2009; MIMURA; FERREIRA; SILVA, 2020).

Os constituintes quimicos do material particulado (MP) comumente incluem
ions inorganicos, como sulfatos, nitratos, amonio, sédio, potassio, célcio,
magneésio e cloreto. Sua composi¢ao pode ser expandida para incluir uma ampla
variedade de componentes, como carbono organico e elemental, material
cristalino, agua ligada as particulas, metais (por exemplo, cadmio, cobre, niquel,
vanadio e zinco), e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS)
(ARRIVABENE et al.,, 2016). Além disso, a importancia ambiental dos
componentes bioldgicos, como alérgenos e compostos microbianos, também
tem sido enfatizada devido aos potenciais riscos a saude associados ao MP
(ZHANG et al., 2023).

Para coletar e analisar o material particulado (MP), as técnicas mais comuns
envolvem o uso de filtros de ar e métodos de sedimentacdo. A coleta por filtros
de ar é amplamente utilizada para amostras de MP suspenso na atmosfera.
Nesses casos, o ar é filtrado e as particulas ficam retidas nos filtros, que sao
posteriormente analisados quanto a composi¢ao e concentracdo do MP, sendo
entdo chamado de Material Particulado Atmosférico (MPA). Esta técnica €&
bastante comum em estudos de qualidade do ar, e os filtros podem ser de
diversos tipos, como de quartzo, Teflon ou membranas sintéticas (PARKER et
al., 2019; SHUKLA; AGGARWAL, 2022; WATSON et al., 2017). Por outro lado,
guando o MP se deposita nas superficies, como nos pisos das casas, ele pode
ser coletado através de métodos de sedimentacdo. Algumas organiza¢cdes néo
governamentais (ONGS) realizam esse tipo de coleta para estudar o impacto do

MP em ambientes internos. Esse material € denominado Material Particulado



Sedimentado (MPSe). O MP Sedimentado mantém suas caracteristicas fisicas,
como o tamanho das particulas, mas sua analise pode ser influenciada pelas
condi¢cbes do ambiente em que se deposita (SOUZA et al., 2021).

A Regido Metropolitana da Grande Vitoria é considerada um local urbano
industrializado em constante expansédo. Diante disso, a qualidade do ar vem
sendo comprometida pela emissdo de poluentes provenientes da mineracéo,
aumento de emissao de gases por veiculos automotores, além do setor de
logistica, dado a existéncia de um grande complexo portuario e aeroporto na
regido (VORMITTAG; OLIVEIRA; GLERIANO, 2018). O problema da poluicdo
atmosférica na regido de Vitéria ja € antigo e considerado um problema de saude
publica, tanto que em 2015 foi realizada uma Comissao Parlamentar de Inquérito
(ES), denominada CPI do “Pé Preto”, para tratar da grande quantidade de
material particulado na regido, das suas consequéncias e medidas mitigatorias.
O acumulo do “p6 preto” sobre a cidade provoca doencgas respiratorias em Vitoria
devido ao seu diametro micrométrico, o MP é inalado facilmente, observou
FREITAS et al. (2022). A qualidade do ar é diretamente influenciada pela
distribuicdo e intensidade das emissbes de poluentes atmosféricos de origem
veicular e industrial (ARRIVABENE et al., 2016).

A exposicao ao Material Particulado é preocupante devido ao agravamento
de incidéncia de doencas pulmonares (ZHANG et al., 2023), doencas renais
cronicas (LI et al, 2023; WATHANAVASIN et al, 2024), doencas
cardiovasculares (LIANG; LIANG; FAN, 2023) gerando o interesse sobre as
consequéncias desse poluente. Esse interesse € notorio com o crescente
namero de publicacdo de artigos cientificos sobre o tema, como observado com
a busca por Material Particulado (em inglés o termo particulate matter) na base
de dados da Biblioteca Nacional de Medicina do Centro Nacional para

Informacao de Biotecnologia dos Estados Unidos (Pubmed) (Figura 1).
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Figura 1. Cépia da tela de busca da Biblioteca Nacional de Medicina do Centro Nacional
para Informacdo de Biotecnologia dos Estados Unidos (Pubmed — NCBI/NIH)
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=particulate%20matter&timeline=expanded)
Acessado em 16/06/2024.

A titulo de comparacdo pode-se tomar como referéncia o ambiente
aquatico, que tem o potencial de acumular o MP de origem atmosférica, que
entra em contato e se sedimenta nesse ambiente.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) classifica as aguas
como classe especial e classes de 1 a 4, sendo que da classe especial a classe
4 temos progressivamente uma reducdo da qualidade de agua, com
conseguentemente usos mais exigentes para maiores qualidades (classes
Especial, 1...) até usos menos exigentes (Classes 3, 4...). Exemplificando, as
adguas da Classe 1 podem ser destinadas a recreacdo humana, protecao de
comunidades aquéticas, podem ser destinadas a aquicultura, a atividade de
pesca, podem também ser usadas para abastecimento para o0 consumo humano
(ap6ds tratamento), dentre outros usos. Neste tipo de aguas, o CONAMA (2005)
determina valores maximos permitidos de poluentes

Ao se comparar o0 que é permitido pela legislacdo (Resolucédo no 357 de
2005 do CONAMA) para o controle da poluicdo das aguas, com o que foi
encontrado em suspensdo nas aguas de estudrios da regido de Vitéria-ES no
estudo de SOUZA et al. (2013) verifica-se concentracdes de metais e metaloides

acima dos niveis permitidos.
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Tabela 1: ParAmetros maximos para poluentes inorganicos em aguas de Classe 1,
extraido da Resolugdo CONAMA 357 de 2005 e valores maximos registrados na anélise
da agua intersticial em estuarios das baias de Santa Cruz e Vitoria (ES), extraidos do
trabalho de SOUZA et al., 2013.

Valor Maximo
Parametro Inorganico Valor maximo guantificados em

estuarios - ES

Aluminio dissolvido 0,1 mg. LAl Até 6,999 mg. LAl
Cadmio total 0,001 mg.1.Cd <0,000015 mg. 1.Cd
Chumbo total 0,01 mg. 1.Pb <0,000015 mg. 1.Pb
Cobre dissolvido 0,009 mg..Cu Até 0,0073 mg.t.Cu
Cromo total 0,05 mg.1.Cr Até 0,0097 mg. 1.Cr
Ferro dissolvido 0,3 mg. 1.Fe Até 13,751 mg. 1.Fe
Manganés total 0,1 mg.1.Mn Até 2,159 mg. *.Mn
Mercurio total 0,0002 mg. 1.Hg Até 0,0022 mg. 1.Hg
Niquel total 0,025 mg. "L.Ni Até 0,0086 mg. ".Ni

Outro conceito necessario a presente discussdo relaciona-se a
contaminacdo, sendo que podemos ter contaminac¢des agudas e crénicas. No
Art. 2°. Itens XVII e XVIII da mesma Resolugdo do CONAMA (2005) temos uma
definicdo sobre este tipo de contaminacao:

“XVII - efeito téxico agudo: efeito deletério aos organismos vivos
causado por agentes fisicos ou quimicos, usualmente letalidade ou
alguma outra manifestacdo que a antecede, em um curto periodo

de exposicéo;

XVIII - efeito toxico crénico: efeito deletério aos organismos vivos
causado por agentes fisicos ou quimicos que afetam uma ou varias
fungBes biolégicas dos organismos, tais como a reproducdo o
crescimento e o comportamento, em um periodo de exposi¢ado que

pode abranger a totalidade de seu ciclo de vida ou parte dele;”
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1.3 Asma - Como Fator de desafio.

Disparidades ambientais, particularmente a poluicdo do ar causada pelo
aumento das emissdes de material particulado (MP), tém sido identificadas como
fatores agravantes para doencas respiratorias, especialmente a asma. Estudos
epidemiologicos demonstram que &reas com altos niveis de MP apresentam
maior prevaléncia de asma e pior controle dos sintomas em populacdes
vulneraveis, sugerindo uma relacéo direta entre a exposi¢ao crénica ao MP e a
exacerbacdo de condicbes respiratérias pré-existentes (ZHANG; BANZON;
PHIPATANAKUL, 2024).

Diante da crescente urbanizagéo e industrializagcdo, o aumento da poluicéo
atmosférica representa um grave problema de saude publica, afetando de
maneira desproporcional individuos suscetiveis, como criancas e pessoas com
predisposicao genética a asma. Assim, o presente estudo se propde a investigar
como o material particulado atmosférico contribui para a exacerbacdo da asma
alérgica, utilizando modelos experimentais de murinos que mimetizam as
respostas inflamatérias observadas em humanos.(ZHANG; BANZON;
PHIPATANAKUL, 2024).

O conceito tradicional da asma envolve uma resposta exacerbada das
células T helper do tipo 2 (Th2) e a presenca de Imunoglobulina E (IgE)
especifica, o que resulta em uma hiperatividade das vias aéreas. O diagndstico
da asma é baseado na frequéncia e gravidade dos sintomas, levando em
consideracdao fatores desencadeantes, como predisposicao genética, exposicao
ambiental, microbiota e estado do sistema imunolégico. Ao classificar os
diferentes tipos de asma, distingue-se a asma do tipo T2, que inclui os subtipos
eosinofilico alérgico e ndo alérgico, e a asma ndo T2, que pode ser neutrofilica
ou paucigranulocitica (KURUVILLA; LEE; LEE, 2019; VALDERRAMA et al.,
2022).

A asma do tipo T2, especialmente a eosinofilica alérgica, é caracterizada
por inflamac&o das vias aéreas impulsionada por uma resposta alérgica, com
aumento de eosindfilos e ativagdo de linfécitos Th2. Enquanto a asma
eosinofilica alérgica € desencadeada por predisposicédo genética a alérgenos, a
eosinofilica ndo alérgica ndo envolve alérgenos ou anticorpos especificos. Ja a

asma ndo T2 neutrofilica se caracteriza pela predominancia de neutréfilos sem
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a participacdo de células Th2, e a asma paucigranulocitica apresenta baixos
niveis de neutrdfilos e eosinofilos (KURUVILLA; LEE; LEE, 2019).

Diante desses fatores, a poluicdo atmosférica emerge como um agravante
significativo para a asma alérgica. O material particulado (MP) esta diretamente
associado ao aumento da incidéncia de asma e a deterioracdo da funcao
pulmonar. As particulas suspensas no ar (MP) séo classificadas de acordo com
seu diametro aerodinamico, o que influencia onde elas se depositam ao serem
inaladas. Enquanto particulas com didmetro entre 2,5 e 10 ym se depositam nas
vias aéreas superiores, as particulas menores, como o MP2,5, atingem as
regides mais profundas do pulméo, como os alvéolos, causando danos mais
graves (GUARNIERI; BALMES, 2014).

Assim, o uso de camundongos Balb/c em estudos de contaminag&o por MP,
indicam em diversas pesquisas que esses animais sao ideais para modelos de
inflamacéo alérgica, incluindo asma, devido a semelhanca imunologica com
humanos. Os camundongos Balb/c exibem uma ativacdo de células Th2 e
producédo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, além de aumentos significativos
nos niveis de IgE e eosindfilos, parametros-chave da resposta asmatica
(HUANG et al., 2017a; PARK et al., 2021a).

Modelos murinos, como o Balb/c, séo particularmente eficazes para estudar
como o MP exacerba a inflamacéo respiratoria. Estudos mostram que a
exposicao repetida ao MP pode agravar a resposta imune alérgica imitando a
exposicao humana ao MP em areas urbanas. Por exemplo, em um estudo sobre
administragao intratraqueal de MP em camundongos, foi observada inflamacéo
pulmonar significativa, com macréfagos alveolares fagocitando particulas,
indicando o impacto direto do MP no sistema respiratério (HUANG et al., 2017a).

O estudo conduzido por CASTANEDA et al. (2017) usando camundongos
Balb/c com asma induzida por ovoalbumina (OVA), demonstrou-se que o MP
aumenta a resposta inflamatéria alérgica. Adicionalmente, o trabalho de KYUNG
e JEONG (2020) indica que a exposi¢cdo ao MP por pacientes asmaticos resulta
em diminuicdo da funcdo pulmonar, agravamento dos sintomas e maior
dificuldade no controle da asma. A pesquisa realizada por LAMBRECHT e
HAMMAD (2014) avaliando citocinas inatas, tais como a linfopoietina estromal
timica (TSLP), Interleucina 25 (IL-25) e Interleucina 33 (IL-33), produzidas pelas

células epiteliais das vias aéreas, estimulam e intensificam as respostas Th2
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através de células inatas como células linfoides inatas tipo C2 (ILC2), basofilos,
mastocitos e eosindfilos, além de induzirem as células dendriticas a adotar um
fenotipo pro-Th2. Esses estudos ressaltam a importancia da investigagao sobre
a exposicdo ao Material Particulado juntamente como o agravante do modelo

asmatico.

1.4 Resposta fisioldogica da musculatura pulmonar.

O problema da contaminagdo por material particulado (MP) na
exacerbacdo de doencas respiratorias, como a asma, tem sido amplamente
reconhecido. O mausculo liso das vias aéreas desempenha um papel central
nesses processos, sendo responsavel pela constricdo das vias respiratérias, 0
gque agrava os sintomas da asma. A exposicdo ao MP contribui para a
hiperresponsividade das vias aéreas, intensificando a contracdo do musculo liso
e promovendo alteracdes estruturais, como hiperplasia e hipertrofia, que sao
caracteristicas de remodelagéo das vias aéreas. (HUANG et al., 2017a)

O mausculo liso se diferencia do musculo esquelético pela sua capacidade
de contracéo involuntaria, regulada pelo sistema nervoso autdnomo. No contexto
das vias respiratérias, ele é essencial na regulacédo do diametro dos bronquiolos.
Em doencas como a asma, o musculo liso desempenha um papel crucial, pois
sua contratilidade exacerbada contribui diretamente para a obstrugéo das vias
aéreas (HAFEN; BURNS, 2023). A ativacdo de broncoconstritores, como a
acetilcolina, eleva a concentracao de calcio intracelular [Ca2*]i, desencadeando
a contracao muscular, e esse processo € intensificado em individuos asmaticos
(KHALFAOUI; PABELICK, 2023).

A inflamacé&o cronica observada na asma, quando agravada pela
exposicdo ao MP, também desempenha um papel importante na remodelacao
das vias aéreas, aumentando a massa muscular devido a hiperplasia e,
possivelmente, hipertrofia (DESAI; MOUSTARAH, 2024). Esse processo resulta
em uma maior contratilidade e maior estreitamento das vias aéreas, agravando
a obstrucao e contribuindo para a hiperresponsividade caracteristica da asma.

Estudos sugerem que o aumento na resposta contratil do masculo liso e
a inflamacéo exacerbada estdo associados a uma elevacao de [Ca?*] i, 0 que
agrava a contratilidade em resposta a agonistas, como a acetilcolina. Além disso,

a hiperresponsividade das vias aéreas pode ser associada ao aumento da
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expressdo de proteinas contrateis, como a alfa-actina do musculo liso
(KHALFAOUI; PABELICK, 2023).

Camundongos Balb/c sdo amplamente utilizados como modelos
experimentais para investigar doencas respiratérias, pois apresentam respostas
semelhantes as observadas em asmaticos humanos. Estudos com esse modelo
murino indicam que anomalias como hiperresponsividade e proliferacédo
excessiva das células musculares lisas também podem ser observadas,
reforcando a validade de sua utilizagdo para investigar a interacdo entre
inflamac&o, remodelacao das vias aéreas e contaminacao por MP (KHALFAQUI;
PABELICK, 2023).

A presente proposta parte da hipotese de que a exposi¢do subletal ao
material particulado pode induzir danos pulmonares significativos, afetando a
fisiologia e a estrutura da musculatura lisa das vias aéreas. Esse estudo visa
avaliar esses danos por meio de andlises histolégicas e fisiologicas da
remodelacdo das vias aéreas e das respostas inflamatorias, contribuindo para
uma compreensdo dos mecanismos que agravam a asma em individuos

expostos a poluentes ambientais.
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2.0 OBJETIVOS

Avaliar as alteracfes teciduais, estruturais e funcionais no pulméo de
camundongos contaminados com o Material Particulado Atmosférico
Sedimentado (MPSe), coletado da regido de Vitoria - ES, utilizando como fator
de desafio a condi¢cdo de asma, para avaliar o impacto da contaminacao subletal

em situacéo de desequilibrio homeostatico.

2.1 Objetivos Especificos

- Analisar caracteristicas fisico, quimicas e biologicas do Material Particulado
Sedimentado (MPSe).

- Analisar as propriedades mecénicas do pulmdo dos animais em resposta a
asma e contaminagéao, avaliando a complacéncia e a atividade miogénica.

- Avaliar caracteristicas teciduais do parénquima pulmonar em resposta a

contaminacéo e asma.
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3.0 METODOS
3.1 Material Particulado.
3.1.1 Coleta.

A amostra do Material Particulado Atmosférico Sedimentado (MPSe) foi
coletada no Espirito Santo, na regido Sudeste do Brasil. A amostra do material
foi cedida pelo Departamento de Ciéncias Fisiologicas (UFSCar) e coletada pela
Organizagao nao Governamental JUNTOS SOS Ambiental em 2019, na ilha do
Boi (20°18'32"S, 40°16'33"0), 20 m acima do solo, conforme (SOARES et al.,
2022). A llha do Boi tem dificil acesso a partir da porcdo continental da cidade
de Vitoria e por isso tem menor influéncia das emissdes do trafego, oriundas da
cidade. Por outro lado, tem influéncia direta das emissdes do Complexo de
Tubardo, onde ha um grande complexo logistico relacionado ao transporte de

minério, além de industrias metalargicas (SOARES et al., 2022).

3.1.2 Dynamic Light Scattering (DLS) e Potencial Zeta.

O MPSe foi caracterizado no meio liquido em relacdo ao tamanho de
particula, potencial de aglomeracdo e cargas superficiais. A caracterizacao
envolveu a preparacdo da amostra com 40 mg de MPSe, que foi macerada em
almofariz por 20 minutos, esterilizada em autoclave, macerada novamente apos
o resfriamento, por 20 minutos, misturada a 20 ml de solugéo fisiologica (PBS —
137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM Naz2HPO4, 1,8mM KH2PO4, 1mM CaCl2.H20,
0,5mM MgCl2.6H20) ajustada em pH 7,4, contendo 0,001 mg de Tween 80
(0,05%) com posterior banho ultrassénico para a disperséo de particulas, por 60
min, (Ultrasonic Cleaner -Modelo LY20A, 110 volts, LY, China).

Os tamanhos hidrodinamicos do MPSe e o potencial zeta foram
registrados usando um espectrofotometro de analise de espalhamento de luz
analise Zetasizer - 2022, Malvern Panalytical Ltd., (Malvern, Reino Unido). Esses
parametros forneceram caracteristicas da distribuicdo do tamanho de particulas
das amostras em suspenséo liquida.

A amostra foi analisada na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) Gado de leite na cidade de Juiz de Fora (Minas Gerais) no
Laboratério de Nanotecnologia para Producédo e Sanidade Animal.
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3.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) integrada a
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

As particulas presentes no Material Particulado Sedimentado também
foram caracterizadas em microscépio eletrdnico de varredura. A amostra com 2
gramas de MPSe seco autoclavado foi fixado no suporte do equipamento Hitachi
High Technologies America, Inc. (2010), Analytical TableTop Microscope
TM3000 (Tokyo, Japao). Os elementos quimicos foram identificados aplicando
Espectroscopia Eletronica Dispersiva (EDS). Imagens em diferentes ampliagdes
foram tiradas para permitir uma correlacdo com a caracterizacdo fisica em
solucéo. A analise foi realizada utilizando o software Quantax 70 - Bruker Nano
GmbH - Quantax, Versdo 4.44 Karlsruhe: Bruker Nano GmbH, 2023,
especializado em Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) integrada a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Essa analise foi realizada na Universidade Federal de S&o Joao del Rei

(UFSJ), campus Santo Antbnio, no Laboratério de Microscopia 1.01.

3.1.4 A difracdo de Raio-X (DRX).

Para identificar e caracterizar a estrutura cristalina de materiais no MPSe,
com a Difracdo de Raio-X, foram utilizados inicialmente 10,2237 g da amostra
que passou pela peneira de 500 um. Dessa quantidade, 5,52 g foram colocados
na barquinha e submetidos a um tratamento térmico a 400 °C por 4 horas. Apés
o tratamento, a massa resultante foi de 5,1296 g, indicando a remocao dos
compostos organicos presentes na amostra (

Figura 2).

Antes da Queima Depois da Queima

Figura 2 - Aspecto visual da amostra do Material Particulado Sedimentado antes e apés
a queima para remocao de compostos organicos.

ApOs esse processo, foi retirada uma amostra de 0,5 g para analise por

Difracdo de Raios-X (DRX). A identificacdo dos picos de difracdo foi realizada
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utilizando o software Match! - Crystal Impact, Match!, Versao 4.0 Build 299,
Bonn: Crystal Impact, 2019 - em conjunto com a base de dados da
Crystallography Open Database (COD).

Esta andlise foi realizada no Departamento de Fisica na Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL).

3.1.5 Analise do Material Particulado Sedimentado: Meio de cultura.

Para avaliar a presenga de microrganismos, foi utilizado um meio de
cultura de microorganismos. Esfregacos foram preparados com 1 grama de
MPSe em 5 ml de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS em pH 7,4)
utilizando uma pipeta estéril. O material foi espalhado uniformemente no meio
de cultura Agar Sabouraud, utilizando uma alca de inoculacdo, formando uma
camada fina e uniforme. O material foi deixado em Estufa Microprocessada para
Esterilizacdo e Secagem, modelo 1.1 DMTE, marca: Sterilifer (Ind. Brasileira),
por 5 dias a 32 °C. (Figura 3)

Material ndo autoclavado Material autoclavado

|
Solucéo 1 gr MP e 5 ml PBS: pH 7,4
| i |
\ | ! Dias
Inicio( estufa 3229C) > ° '

Figura 3 — Esquema da analise microbiolégica do MPSe. Duas amostras foram
testadas: uma contendo MPSe nao autoclavado e outra contendo MPSe autoclavado.
As amostras foram incubadas em estufa a 32°C por 6 dias.

Apos o tempo determinado acima, o material foi coletado para analise e

realizado esfregaco, corado com Giemsa para facilitar a visualizacdo e
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identificacdo dos microrganismos. Os microrganismos presentes foram
identificados por meio de exame microscopico.

Esta analise foi conduzida no Laboratério de Imunologia e Microbiologia
do Departamento de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de S&o Joao
Del Rei (UFSJ).

3.2 Modelo animal.

Neste estudo foram utilizados 56 camundongos Balb/c machos com 56
dias de vida, obtidos pelo Nucleo de Criacao de Animais de Laboratério da UFSJ
(Nucal-UFSJ). Alojados no Biotério setorial do Laboratorio de Cardiofisiologia e
Biologia Molecular  do Departamento  de Ciéncias Naturais-
LACBM/DCNAT/UFSJ. A Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSJ
(CEUA/UFSJ) revisou e aprovou 0s protocolos experimentais associados ao
estudo com numeracao intitulada: CEUA/4277220523/UFSJ. Os animais foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e receberam agua e racédo ad
libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos com 14 animais cada: Controle
(C), Modelo Asmatico (MA), Contaminados com Material Particulado
Sedimentado (MP) e Modelo Asmético e com Material Particulado Sedimentado
(MAMP).

O protocolo de inducdo a asma foi executado nos Grupos MA e MAMP e
consistiu em injecéo i.p. de ovoalbumina (OVA + Hidréxido de Aluminio) com
posterior instilacdo de OVA, baseado e adaptado por RODRIGUES et al. (2006);
HENDERSON et al. (1996); CASTANEDA et al. (2017) e CAVALCANTE et al.
(2022). Nos animais do Grupo Controle (C) e Contaminados com Material
Particulado foram executados os procedimentos de injecdo intraperitoneal e
instilacdo, usando salina ao invés de OVA e hidréxido de aluminio (200
microlitros de salina intraperitoneal nos dias 1 e 14 e 20 microlitros de salina
nasal nos dias 28, 29 e 30), como o protocolo de asma ja € amplamente descrito
na literatura e comprovadamente eficaz na resposta imunoldgica, ndo foram
realizados testes adicionais para diagndstico asmatico in vivo.

O modelo de contaminagdo nasal com MPSe foi realizada por meio de
inoculacao por solucéo liquida intranasal, adaptados pelos protocolos validados

(PARK et al., 2021; XU et al., 2019), que permitem precisao na administracdo da
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dose e melhor controle dos efeitos. Essa quantidade utilizada por inoculacéo de
Material Particulado Sedimentado foi considerada mediana seguindo o protocolo
usado por Xu et al. (2019), sendo considerado ecologicamente acima do
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que séo para
particulas em suspensao no ar (MP) até 50 ug/m?® para PM10 em um periodo de
24 horas. (World Health Organization (WHO), 2006).

Foram executadas inoculagBes nasais, por solucdo que se refere a
administrac@o direta liquida com 50 microlitros nos dias 32, 34 e 36. Sendo
composta por solucdo tampédo contendo 5 mg de material particulado por Kg de
animal nos animais dos grupos MP e MAMP. Similarmente, os animais do grupo
Controle (C) e Modelo Asméatico (MA), receberam inocula¢cdes nasais com
solucéo salina nos dias 32, 34 e 36. Todos os camundongos foram eutanasiados
no dia 43. Além disso, o intervalo de sete dias entre a Ultima inoculacdo e a
eutanasia é respaldado por estudos que mostram que esse periodo € suficiente
para permitir a manifestacédo de respostas inflamatérias e de remodelamento das
vias aéreas (CASTANEDA et al., 2017; GOMEZ et al., 2023; MARIN-PALMA et
al., 2024). Um esquema detalhado do desenho experimental encontra-se na

Figura 4.

3.2.1 Modelo asmatico.

O método para inducdo da condicdo asmatica consistiu em duas injecdes
intraperitoneais, espacadas por 15 dias (dia 01 e dia 14). Cada injecao teve
volume final de 200 microlitros, sendo 24 pl de hidréxido de aluminio, (EMS) em
concentracdo a 6%, 100 ul de OVA a concentracdo de OVA na solucdo
preparada foi de 5 microgramas/mililitro. (Sigma-Aldrich), finalizando com 76 pl
de salina injetados intraperitonealmente.

Em uma abordagem subsequente, os animais foram submetidos a
anestesia com isoflurano (Isoforine ® 1mL/mL), seguida pela administracdo de
uma solucéo nasal consistindo de ovoalbumina e solucao salina tamponada por
trés dias consecutivos (nos dias 28, 29 e 30), com uma quantidade especifica de
100 pl de ovoalbumina a concentracdo de OVA na solugdo preparada de 5
microgramas/mililitro e 100 microlitros (ul) de PBS, respectivamente, conforme
descrito por RODRIGUES et al. (2006), conforme descrito na figura 4.
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3.2.3 Realizacdo do modelo de contaminacdo com Material Particulado
Sedimentado (MPSe).

O protocolo do modelo de contaminacdo pelo Material Particulado
Sedimentado nos animais experimentais foi realizado e adaptado de acordo com
PARK et al. (2021) iniciado pela preparacdo do MPSe por meio da maceracao
em almofariz por 20 minutos, esterilizagdo em autoclave por 1 hora usando o
equipamento Autoclave Vertical(Bio Eng, Ind. Brasileira). Apés o resfriamento o
material foi macerado novamente apds por 20 minutos. O preparo da mistura foi
composto de PBS com pH 7,4 para chegar a uma suspensao final de 100 pg/50
pul (2g/L), o que corresponde a 5 miligramas (mg) de MPSe/ quilograma
(kg)/animal, a cada instilacdo com adicdo de Tween 80 a 0,05%. Essa
quantidade de MPSe instilado corresponde a um nivel de contaminacao mediana
segundo HUANG et al., 2017b, que também fez contaminacdes com dose baixa
35 ug/100 uL e dose alta 250 pg/100 pL . O material foi estocado em freezer e
descongelado e sonicado por 30 min para dispersar as particulas antes da
inoculacdo nasal (Ultrasonic Cleaner (Modelo LY20A, 110 volts, LY, China).

A inoculacdo nasal ocorreu nos dias 32, 34 e 36, utilizando isoflurano
como anestésico e inoculacdo nasal da suspenséao descrita acima, o volume final
de aplicacao foi de 50 pl/animal, sendo os animais eutanasiados no dia 43. Esta
etapa final do protocolo induz uma resposta imunolégica que mimetiza
caracteristicas da contaminacdo por MPSe, proporcionando uma base
experimental para investigacdo dos mecanismos patofisiologicos. Ademais, um

esquema detalhado do desenho experimental encontra-se na Figura 4.
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Animais Balb/C foram usados para o experimento com 56 dias de vida.

Divididos em grupos (C= 14) (MA=14) (MP=14) (MAMP=14).

Inoculagéo solugéo

MP/salina

L
\ \ \ \ \ \ \ \
1 14 28 29 30 32 34 36 43 (Dias)

[ I I

Sensibilizacdo OVA/salina Inoculagéo
+ Al(OH)3/salina i.p. OVA/salina

Figura 4- Desenho experimental. Para o Grupo Controle (C), Modelo Asmético (MA),
Grupo Exposto ao Contaminante (MP) e Grupo Modelo Asmatico e Exposto ao
Contaminante (MAMP).

3.2.2 Massa dos 6érgdos.

A extracdo dos 6rgdos no momento da eutanasia e pesagem e insercdo em
solucéo de formaldeido. Para a avaliacdo da massa dos orgaos foi utilizada a
razdo entre o peso do 6rgao especifico e o peso total do animal, resultando no
indice somaético relativo (ISR). Este método permite a comparacado proporcional
do peso do 6rgdo em relacdo ao peso corporal do animal, oferecendo uma
medida padronizada para avaliar possiveis alteracdes morfolégicas devido aos
tratamentos experimentais. A pesagem foi feita em balanca analitica de precisao
(Gehaka, modelo AG 220S; 2010). A analise estatistica utilizada foi Kruskal-
Walllis Test (Nonparametric ANOVA).

3.2.3 Ensaio sobre as propriedades mecanicas do pulmao.

Oito animais de cada grupo experimental foram eutanasiados e seus
pulmdes esquerdos foram coletados e imersos em um banho de o6rgaos
contendo solucdo fisiolégica tamponada (PBS). A escolha dos pulmdes
esquerdos para a andlise foi baseada em critérios de padronizacdo e
consisténcia metodoldgica (PARK et al., 2021b). A utilizacado de um unico pulméo

em todos 0s grupos experimentais minimiza variagdes intra-individuais, ja que o0s
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pulmdes direito e esquerdo possuem diferencas anatdémicas e funcionais. O
pulma&o direito, por exemplo, € maior e apresenta mais lobos do que o esquerdo,
0 que pode introduzir variabilidade nos resultados. Ao utilizar sempre o pulméo
esquerdo, proporciona a amostra mais homogénea, facilitando a comparacéo
dos dados entre os grupos experimentais e reduzindo a influéncia de fatores
estruturais que poderiam distorcer a analise das propriedades mecanicas e
outras medidas funcionais. Assim, para dar continuidade ao protocolo de
avaliacdo o pulmao esquerdo foi posicionado no fixador de pressao, sendo
inserido de forma a garantir que tanto a regido apical quanto a basal estivessem
devidamente fixadas. A distancia entre o fixador e o pulmdo foi mantida
constante a 1 mm para assegurar a padronizagdo na aplicagao da forga. O
pulmao foi entdo acoplado a um transdutor de forca para analise da tensao
(PowerLab - Adinstruments) (Figura 5).

Para a realizacao dos estiramentos, foi utilizado um micromanipulador que
aplicou estiramentos de 1 milimetro (mm) no pulmdo. A tensdo gerada foi
registrada pelo software LabChart (AdInstruments). O valor zero na analise
representa o ponto de referéncia inicial antes do inicio do estiramento, e 0s
valores subsequentes indicam o progresso do estiramento (Figura 6). O ponto
zero foi definido como a posicédo do pulmé&o antes de qualquer estiramento ser
aplicado, servindo como base para todas as medi¢Oes subsequentes.
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Pulmao
esquerdo

Figura 5 A: Representacdo esquematica dos procedimentos adotados para analise das
propriedades mecéanicas pulmonares. Os pulmdes esquerdos dos camundongos foram
removidos, acoplados a fixadores em suas extremidades e imersos em solugéo de PBS
(Solugao Salina Tampéo Fosfato). Posteriormente, os pulmdes foram submetidos a um
protocolo de estiramento mecanico controlado, interligado ao programa LabChart, com
0 objetivo de avaliar as propriedades mecanicas, incluindo a resposta miogénica e a
complacéncia pulmonar. B: Configuragéo real do equipamento utilizado para a analise,
mostrando o transdutor de forca acoplado ao sistema LabChart e ao tecido pulmonar
em estudo. C: Detalhe do transdutor de forca, com o tecido sendo submetido a
estiramentos sucessivos, representando o momento do experimento em que as
propriedades mecéanicas estdo sendo avaliadas.

Todos os pulmdes foram estirados da mesma forma, seguindo o0 mesmo
protocolo de fixagdo e estiramento para garantir a consisténcia dos dados. A
coleta e andlise dos dados foram realizadas utilizando o software LabChart8
(ADInstruments). Para a analise estatistica, foram utilizados o software
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GraphPad InStat (versdo 3, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e o
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA)..
A andlise de complacéncia pulmonar foi realizada com base na divisdo da

variacao do deslocamento pulmonar (AD, medido em milimetros) pela variagao

da tens&o pulmonar (AT, medido em gramas). A equagao resultante, AD/AT,
conforme descrito por Silbernagl (2009), foi utilizada para determinar a
complacéncia pulmonar. Esse método é amplamente utilizado para avaliar as
caracteristicas elésticas do tecido pulmonar durante a inspiracdo e expiragao,
proporcionando uma meétrica da capacidade de adaptacao do pulméo ao volume
de ar.

Para avaliacdo da resisténcia tecidual mecanica, utilizou-se o software
LabChart, onde a resisténcia é representada pela manutencdo dos valores
obtidos no sistema de registro, evidenciado por uma linha pontilhada azul na
Figura 6. A resisténcia tecidual estd associada a elasticidade do tecido
pulmonar, refletindo a capacidade dos pulmdes de retornarem a sua forma
original apds serem distendidos.

A resposta contratil da musculatura lisa pulmonar foi registrada pelo valor
de pico no grafico do LabChart, representado pela linha vermelha pontilhada na
Figura 6. Esse pico reflete a contracdo rapida da musculatura lisa das vias
aéreas em resposta a um estimulo, seja mecéanico ou quimico, como a presenca
de contaminantes particulados (MPSe). Esse comportamento contrétil € tipico de
uma resposta fisiolégica aguda da musculatura lisa, com o objetivo de limitar a
exposi¢do a agentes nocivos. Apés o pico inicial de contragéo, observa-se uma
estabilizacao dos valores a medida que a musculatura lisa se adapta ao estimulo
e a contracdo diminui, possivelmente devido a fatores como fadiga muscular ou
adaptacao celular ao estresse aplicado.

A fase de pico é explicada pela acédo rapida da musculatura lisa, que
responde de forma reflexiva a estimulos, como 0 aumento da pressao nas vias
aéreas ou a exposicado a particulas irritantes, resultando em um aumento

momentaneo de tensdo no tecido pulmonar. ApGs esse pico inicial, ocorre uma
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fase de estabilizacdo, onde o tecido retorna a um estado mais equilibrado,
indicando uma adaptacéo aos estimulos externos (Silbernagl, 2009).

Os valores considerados para analise da complacéncia pulmonar foram
agueles abaixo do ponto de ruptura, com o0 objetivo de evitar interpretacdes
errbneas sobre a elasticidade pulmonar. Para isso, foi utilizado o critério de
rompimento, como descrito na Figura 6, onde o valor de estiramento de 8 mm
foi identificado como o ponto de rompimento fisiolégico e, portanto,
desconsiderado na andlise. Dessa forma, os valores utilizados para célculo de
complacéncia foram limitados a estiramentos abaixo desse limiar, variando
conforme o tamanho e a condicdo dos pulmdes nos diferentes grupos

experimentais.

[
=
>

Forca gramas (Fg)

0-

1VNAI231 VIONILSISIH

Tempo em segundos (s)

Figura 6: Esquema do registro da resposta contratil da musculatura lisa (em vermelho)
e da resisténcia tecidual (em azul), em um exemplo de registro obtido utilizando o
programa LabChart. A seta amarela indica o ponto de ruptura observado aos 8 mm de
estiramento, além do qual os dados ndo foram considerados para a analise de
complacéncia.

Além disso, a avaliagdo da massa dos pulmdes analisados € importante, uma
vez que a complacéncia pode estar relacionada a quantidade de tecido testado,
onde uma massa maior pode indicar maior geracao de tensado e forca exercida.
Portanto, as massas dos pulmdes esquerdos de cada camundongo foram
medidas e utilizadas nas analises em relacdo ao valor da complacéncia
adquirida. Essa relacéao é representada pela seguinte férmula: Valor Adquirido
da Complacéncia / Massa do Pulméo.

Andlises de regressao linear foram realizadas para avaliar a tendéncia de
elevacdo de tensédo conforme o estiramento. Para validacdo da analise sao
apresentados os valores do R2. A regressao linear representa a equagéo geral

da reta y= ax + b, na qual y é a variavel dependente e x é a variavel
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independente. Isso significa que para cada unidade de variagcdo em x, a variavel
dependente y também varia em proporcao ao fator a. O b representa o intercepto
da linha de regressao, ou seja, o valor de y quando x é igual a zero (LAILA,
2017). Assim o fator a, também conhecido como coeficiente angular, determina
se 0 y (tensdo no tecido) aumenta mais ou menos em relacdo ao estiramento
(x).

O coeficiente de determinacédo (R?) também conhecido como "R ao quadrado”
fornece uma medida de qudo bem os pontos de dados se ajustam a linha de
regressao no grafico. Se o valor de R2 for proximo de 1, iSSO sugere que uma
grande proporcdo da variabilidade da variavel dependente € explicada pelas
variaveis independentes no modelo. Por outro sentido, se o valor de R2 for
proximo de 0, isso sugere que o modelo ndo explica bem a variabilidade dos
dados. Isso sugere um bom ajuste do modelo aos dados observados. Quanto
mais proximo Rz estiver de 1, melhor o modelo explica a variacdo na variavel
dependente (LAILA, 2017).

3.2.4 Analise histolodgica.

O pulmao foi removido da cavidade toracica por meio de dissecacédo da linha
média e inflado com 1 mililitro (mL) de solu¢do de paraformaldeido a 9% para
fixacdo. O pulmé&o foi incorporado em parafina e cortado em 3 fatias: proximal,
medial e caudal, com espessuras semelhantes. A altura das fatias foi mensurada
por paquimetro analdgico conforme descrito nas Figuras 7A e 7B e registrada

em planilha de dados para posterior analise volumétrica.
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Figura 5: Andlise do volume pulmonar. A- Cortes dos pulmdes em trés secBes em
proximal, medial e caudal. B- Avaliagéo da altura do pulméo.

Posteriormente, os tecidos pulmonares foram divididos novamente em
secdes: proximal subdividido em P1 e C1, medial subdividido em P2 e C2, e
caudal subdividido em P3 e C3, sendo medida a altura dos pulmdes em cada
secdo. Em seguida, foram feitos cortes de 5 micrometros para as laminas e
coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrdmico de Masson (TM). O modelo

das divisdes para avaliagcdo de morfometria pulmonar esta ilustrado na Figura 8.

~
_ P1 P1 } )
Proximal {c1 c1 [ Proximal A
P2—+ P2 ) -
Medial 1 o * oo F Medial O O
P3 P3
Caudal a a3 } Caudal O O fez=
Pulmdo  Pulmio OO
direito esquerdo

Figura 6- Esquema da divisdo dos pulmdes. Seccdes: Proximal subdivido em (P1 e
C1), Medial subdivido em (P2 e C2) e Caudal subdividido em (P3 e C3) e mensurado
altura dos pulmdes de cada secdo. Apos a divisdo foram realizados cortes de 5
micrémetros para confeccdo das laminas a serem coradas em HE e Tricrémico de
Masson.

Para as imagens histolégicas foi usado o microscépio Olympus CX23 —
2E49960, T8 (Tokyo, Japdo). Para a captura de imagem foi utilizado a camera
EVIDENT Tecnology Center Europe GmbH 2023-01 (China). Para analise de
imagem foi utilizado o Software EPview. Para a definicdo e medicdo de espaco
de referéncia, as laminas com hematoxilina e eosina seguindo 0s principios da
amostragem aleatéria uniforme sistematica (SURS). Foi usado no total 6 fatias,
uma de cada individuo de cada grupo (pulmdo esquerdo) da regido medial
caudal (EC2) (Figura 8).
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Ademais, a selecdo dos campos de visdo em HE e TM foi usada o
programa Image J em grid das 6 fatias citadas. Para analise em HE foi realizado
a selecéo seguindo o critério de amostragem aleatoéria (SURS), de acordo com
OCHS; SCHIPKE (2021). Para tanto, com o uso de numeros multiplos de 3 foram
feitos sorteios de quadrantes do corte do tecido, a Figura 9A descreve a selecao.
No total foram contabilizadas 6 laminas, com 10 campos com aumento de 40
vezes, delimitado a area desse tecido analisado.

Além disso, em cada lamina com os campos j& estabelecidos e aumento
de 400 vezes foi novamente usado o programa Image J com a delimitacdo de
grid. O critério de selecdo de quadrante para andlise dos alvéolos foi a escolha
do alvéolo que se localizava na lateral esquerda do quadrante, conforme descrito
na Figura 9B na delimitacdo em azul escuro (forma de L).

Para analise do espaco alveolar, o alvéolo selecionado foi delimitado e
analisado em micrémetros quadrados pelo software ImageJ, destacado em azul
na Figura 9B.

J& a analise dos septos alveolares ou parede alveolar foi usado 0 mesmo
alvéolo que foi analisado o espaco alveolar, na regido lateral direita inferior de
cada alvéolo, conforme descrito em amarelo na Figura 9B. Assim, para a
selecdo de estruturas a serem analisadas foi usado o método SURS, uma
combinacdo com amostragem fracionadora de selecdo, além disso, as
contagens de cada tipo de coloracédo (HE e TM) totalizou mais de 120 medidas
de uma dada estrutura conforme descrito por OCHS; SCHIPKE (2021).
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, Ve 2 400x
Figura 7 - Representacdo da avaliacdo da morfometria e avaliagdo quantitativa do
tecido pulmonar. A- Analise em aumento de 40x selecdo em grid e delimitacdo da area

do corte pulmonar. B Aumento pulmonar em 400x apresentando o procedimento de
selecdo do alvéolo a ser avaliado a area de espaco alveolar e septo alveolar.

A coloracédo de Tricrdmico de Masson usada para investigar alteracdes na
matriz extracelular, como fibras colagenas (em azul), foi avaliada por meio do
software ImageJ com a ferramenta “color deconvolution”.

Foi utilizada a metodologia de acordo com OCHS; SCHIPKE, (2021) para
a avaliacado morfométrica quantitativa. Para analise estatistica, foi utilizado o
software GraphPad InStat (versdo 3, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
Seccbes de cada um dos lobos pulmonares esquerdos foram analisados
qualitativamente, seguindo descricio de CASTANEDA et al. (2017).

4.0 RESULTADOS:
4.1. Analise do Material Particulado.
4.1.1 Dynamic Light Scattering (DLS) e Potencial Zeta.

ApoOs a dispersdo do MPSe em solucdo PBS a caracterizagcdo das
particulas obtidas pelas analises revelou que o diametro hidrodinamico médio
das particulas suspensas do MP foi de 1638,33 + 359,85 nm. O valor médio
obtido para o potencial Zeta foi de —9,92 + 0,81mV e o indice de Polidispersio
foi de 0,625 £ 0,13 (Tabela 2). Indicando, assim, a instabilidade da suspenséo,

com particulas que tendem a se agregar.
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Tabela 2: Valores obtidos pelas analises do DLS (Dynamic Light Scattering): potencial
Zeta (Reported Zeta Potential - mV), diametro hidrodinamico médio (Z-Ave - d.nm) e
Indice de Polidisperséo.

Nome . Diametro o
Regi Temperatura Potencial . R Indice de
egistros C) da Zeta (mV) Hidrodin&dmico Polidispersso
Amostra Médio(d.nm) P
1 25 MPA1 -9,07 1536 0,621
2 25 MPA2 -9,63 1370 0,640
3 25 MPA3 -10,8 1886 0,389
4 25 MPA21 -9,16 1531 0,686
5 25 MPA22 -9,86 1271 0,803
6 25 MPA23 -11 2236 0,611
Média -9,92 1638,33 0,625
Desvio 0,815916662 359,85 0,135
Padréao

4.1.2 Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) integrada a
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

A amostra possui morfologia amorfa, no aumento de 500x e 2000x (Figura
10A e 10B) pode-se perceber a capacidade de aglomeragao do MPSe, formando
estruturas amorfas de diferentes dimensfes. Os resultados indicaram a
presenca de metais na imagem obtida com a aplica¢do do EDS (Figura 11B) em
percentual da area da imagem como Oxigénio (39,56%) ferro (7,27%), Silicio
(2,86%) Célcio (1,85%), Aluminio (1,84%) e Magnésio (1,34%). O elemento ferro
em amarelo foi destacado (Figura 11A), assim, corroborando posteriormente
com a difracdo de raios-x, que indicou a presenca de ferro e oxigénio na forma

hematita e magnetita
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Figura 8: Material particulado por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
A- em aumento de 2000 vezes B- Aumento de 500 vezes.

B .. Percentual (%) de

elementos:
0 39,56
Fe 7,27

e Si 2,86
Ca 1,85
Al 1,84
Mg 1,34

Figura 9: Analise por Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) de Material
Particulado (MPSe) com microanalise mostrando a composicao da area da amostra por
captura. A- Presenca de Ferro em destaque na cor amarela. B- Microanalise com
espalhamento de dispersdo de elétrons (EDS) mostrando a mostrando a composicéo

principal de PM em percentual.
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4.1.3 DifracOes de raios-X.

Difracdo de Raio-X indicou a presenca predominante de hematita (Fe203)
e magnetita (FesO4) (Figura 12). Além disso, outras técnicas analiticas também
empregadas na caracterizacdo de material particulado, incluindo microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), microscopia Optica, analise quimica por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), forneceram uma compreenséo

abrangente da composicéo, estrutura e propriedades do material particulado.
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Figura 10: Andlise do pico de difragdo: A fase de Fe.Os; (Hematita) representado em
vermelho e a fase de FesO4 (Magnetita) pela coloracéo verde.

4.1.4 Avaliacdo do meio de cultura.

Existe a rigueza e diversidade de bactérias transportadas pelo ar, como
descrita a composicdo da comunidade bacteriana por (YAN et al., 2018) e é
revelado a mudanca na composi¢cdo da comunidade bacteriana com o tamanho
das fracbes de MPSe. Entretanto, no modelo utilizado, o material autoclavado
nao apresentou crescimento de microrganismos, indicando que o material esta

adequado para uso. (Figura 13)
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Figura 11: Material Particulado Sedimentado autoclavado no meio de cultura.

O Material Particulado Sedimentado por estar em contato direto com o
ambiente e pode conter presenca de enddsporos de fungos e bactérias. Nesse
sentido, apés a andlise microscopica encontrou-se hifas, que sdo estruturas
filamentosas, e sua organizacao pode variar entre diferentes grupos de fungos.
Ja o clamiddsporo séo células de resisténcia produzidas por alguns fungos. Elas
podem resistir a condigbes ambientais desfavoraveis e desempenham um papel
importante na sobrevivéncia do fungo. A formacdo de clamidésporos é uma
estratégia adaptativa para enfrentar condicdes adversas. Desse modo, os fungos
gue apresentaram ao serem analisados sdo considerados hifas ramificadas e
septadas que tém uma organizacao mais complexa e eficiente para o transporte
de nutrientes e informagcdo genética. Estas caracteristicas sdo comuns em
muitos grupos de fungos encontrado no ambiente (Figura 14). (GUARNER,;
BRANDT, 2011).
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Figura 12: Crescimento de Hifas no meio de cultura com o MP sem ser autoclavado

Algumas bactérias filamentosas Gram-positivas desempenham papéis
importantes em ecossistemas. Por exemplo, algumas sdo decompositoras,
contribuindo para a decomposicdo da matéria organica no solo. Diante disso, foi
encontrado essas bactérias na amostra, € possivel observar esses filamentos

destacados na Figura 15.

Figura 13 :Bactérias filamentosas gram positiva.

Bastonetes Gram-positivos formadores de enddsporos se referem a um
grupo de bactérias com caracteristicas especificas, a forma de bastonete, a
capacidade de formar esporos e a coloracdo positiva durante o processo de

coloracdo de Gram (Figura 16).
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Figura 14 Bastonetes gram positivo formadores de enddsporos.

4.2 Resultados do modelo animal.
4. 2.1Massa dos 6rgéos coletados.

A massa somédtica do figado apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controle (C) e o grupo asmatico (MA) (P<0,01); entre
0 grupo controle (C) e o grupo contaminado com material particulado (MP)
(P<0,001); e entre o grupo controle (C) e o grupo asmatico contaminado com
material particulado (MAMP) (P<0,001). Elevagbes significativas da massa
hepatica foram detectadas em todos os grupos experimentais (16% no Grupo
MA, 18% no Grupo MP e 12% no Grupo MAMP) (Figura 17).
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Figura 15: Massa somética do figado dos animais. O grupo controle (C) apresentou
reducdo de peso em comparagao aos grupos asmatico (MA), contaminado com material
particulado (MP) e asmatico contaminado com material particulado (MAMP). As barras
representam a média + erro padrdo da média (EPM). A letra "A" indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05), conforme
determinado pelo teste t student.

A massa pulmonar do grupo MAMP apresentou uma diminui¢éo (37%) em
relacdo ao controle, mas nado estatisticamente significativo (p>0,05),
possivelmente devido a lesdes teciduais causadas pelo material particulado. Em
contraste, o modelo asmatico mostrou um aumento de massa (20,9% relativo ao
grupo controle, mas nao significativo (p>0,05)) possivelmente relacionado a
atividade inflamatoria (edema, possivel hipertrofia muscular), embora esse
aumento nao tenha sido significativo em compara¢do ao grupo controle (C) em
decorréncia de variacdes das amostras, observou-se uma diferenca significativa,
com o grupo asmatico (MA) apresentando peso aumentado em compara¢ao com
grupo asmatico contaminado com material particulado (MAMP) (P<0,001)
(Figura 19).
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Figura 16: Massa pulmonar normalizada dos grupos experimentais. Observa-se uma
diferenca significativa entre o grupo asmatico (MA) e o grupo asméatico contaminado
com material particulado (MAMP). As barras representam a média + erro padrdo da
média (EPM). A letra "B" indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo asmatico (MA) (p < 0,05), conforme determinado pelo teste t student.

4.2.2 Ensaio sobre as propriedades mecanicas do pulmao.
4.2.2.1 Complacéncia pulmonar.

Os grupos mostraram um aumento progressivo nas tensdes conforme os
estiramentos aumentam os valores de comprimento em milimetros. No entanto,
as tensfes médias em cada estiramento foram significativamente mais altas na
seguinte ordem: C < MA < PM < MAPM. No estiramento maximo suportado por
todos os grupos (7mm), as tensdes foram respectivamente de 10,35+7,26;
17,47+9,73; 35,24+19,89; 63,62+37,10 ¢f. g* (gramas forca de tensdo por
gramas de tecido). O coeficiente angular das linhas de tendéncia projetadas com
os valores de cada grupo confirma esses resultados: 1,2 (Figura 20); 2,53
(Figura 21); 6,40 (Figura 22); 6,71 (Figura 23), com respectivos R? de 0,85;
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0,88; 0,92; 0,93. Os dados indicam que a complacéncia tecidual diminui

progressivamente com a exposicédo ao Material Particulado.

Controle (C)

807 y = 1,2439x- 0,5367
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Figura 17: Relacéo entre estiramento e tensdo para o grupo controle (C). As tensdes
médias aumentam progressivamente com o estiramento, alcangando 10,35 + 7,26 gf.g™*
no estiramento maximo de 7 mm. O coeficiente angular da linha de tendéncia é 1,2, com
um R2 de 0,85. Os simbolos preenchidos indicam diferenca estatisticamente significativa
em comparacgdo ao estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de Student.
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Figura 18: Relagéo entre estiramento e tensdo para o grupo asmatico (MA). As tensdes
médias aumentam com o estiramento, atingindo 17,47 + 9,73 gf.g™* no estiramento
maximo de 7 mm. O coeficiente angular da linha de tendéncia é 2,53, com um R2 de
0,88. Os simbolos preenchidos indicam diferenca estatisticamente significativa em
comparagdo com o estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de Student.
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Figura 19: Relacdo entre estiramento e tensdo para o grupo contaminado com material
particulado (MP). As tensdes médias sao significativamente mais altas, com um valor
final de 35,24 + 19,89 gf.g™* no estiramento méaximo de 7 mm. O coeficiente angular da
linha de tendéncia é 6,40, com um R2 de 0,92. Os simbolos preenchidos indicam
diferenca estatisticamente significativa em comparagdo ao estiramento de 1 mm (p <
0,05), conforme o teste t de Student.
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Figura 20: Relacdo entre estiramento e tensdo para o grupo Asmatico e Contaminado
com Material Particulado (MAMP). Observa-se 0 maior aumento de tensdo, com uma
tenséo final de 63,62+37,10 gf.g™* no estiramento maximo de 7 mm. O coeficiente
angular da linha de tendéncia é 6,71, com um R2 de 0,93. Os simbolos preenchidos
indicam diferenca estatisticamente significativa em compara¢ao ao estiramento de 1 mm
(p < 0,05), conforme o teste t de Student. Simbolos abertos indicam que néo ha diferenca
significativa (p > 0,05) em comparagéo ao estiramento.
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Além disso, foi realizado a comparacao das tensdes normalizadas entre
os grupos de animais (Figura 24), no qual foi possivel verificar a tensdo média
no estiramento maximo suportado por todos os grupos (7mm) C= 10,38; MA=
17,47; MP= 35,23 e MAMP= 63,61gf.g™l. Mostrando que ha o aumento de tenséo
entre os Grupos MA, MP e MAMP, revelando diferenca significativa por one way
ANOVA no estiramento 7mm do grupo controle e todos os outros grupos: C, MA,
MAMP com valor de P>0.05.

Os grupos MP e MAMP tiveram aumento de tensao sendo considerado,
assim, aumento significativo de forca exercida ao estiramento. Assim, tenséao

apresentado por esses pulmdes representa a diminuicdo de complacencia.
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6 7 8 9 10

Figura 21: Comparagéo das tensdes normalizadas entre 0s grupos experimentais. O
estiramento maximo suportado por todos os grupos foi de 7 mm, com o0s seguintes
valores de tensdo: Controle (C) = 10,38 gf.g™, Asmatico (MA) = 17,47 ¢f.g7%,
Contaminado com material particulado (MP) = 35,23 gf.g™, e Asmatico contaminado
com material particulado (MAMP) = 63,61 gf.g™. O teste de comparac¢des multiplas de
Tukey-Kramer revelou diferencas significativas entre o grupo controle (C) e todos os
outros grupos (MA, MP, MAMP) (p < 0,05). Os simbolos A, B e C indicam diferencas
significativas (p < 0,05) em relagdo aos grupos MA, MP e MAMP, respectivamente,
demonstrando um aumento significativo na tensdo e uma consequente reducdo da
complacéncia pulmonar.

4.2.2.2 Resposta miogénica pulmonar:
A analise da reacdo miogénica ao estiramento pulmonar revelou
diferencas significativas entre os grupos experimentais. No ponto de estiramento

méaximo (7 mm), observou-se uma variacdo consideravel nas tensdes médias
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entre 0os grupos. O grupo Controle (C) apresentou uma tensdo meédia de
contracéo de 14,38+10,805 gf.g* (Figura 25), enquanto o grupo Asmatico (MA)
exibiu uma elevacéao para 25,47+13,47 gf.g™* (Figura 26). O grupo Contaminado
com Material Particulado (MP) mostrou uma tensdo média de contracdo de
29,61+22,77 gf.g™* (Figura 27), e o grupo Asmatico e Contaminado com Material
Particulado (MAMP) teve a maior tensdo média de contracao, de 70,59+56,89
gf.g™* (Figura 28). Esses resultados indicam que a combinacdo de asma com
contaminagao por material particulado provoca um aumento significativo na
resposta miogénica do pulmao.

A andlise do coeficiente angular das linhas de tendéncia confirma esses
achados, com o0s seguintes valores para cada grupo: Controle (C) — 2,7,
Asmatico (MA) — 3,5, contaminado com Material Particulado (MP) — 5,6, e
Asmatico e Contaminado com Material Particulado (MAMP) — 13,81.

Além disso, simbolos preenchidos nos gréaficos indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os pontos iniciais e as medi¢cdes
subsequentes. Essa andlise, realizada com o teste T pareado usando o software
Graphpad Instat, revela diferencas significativas entre os grupos, especialmente
em comparacdo com o grupo Controle. Essas diferencas confirmam a
intensificacdo da resposta miogénica em condicbes mais severas de asma e

contaminagao.
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Figura 22: Tensdo média no estiramento maximo (7 mm) para o grupo controle (C), com
uma tensdo média de 14,38 + 10,805 gf.g™* e um coeficiente angular da linha de
tendéncia de 2,7. Os simbolos preenchidos indicam diferenca estatisticamente
significativa em comparagéo ao estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de
Student.
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Figura 23: Tensdo média no estiramento maximo (7 mm) para o grupo asmatico (MA),
com uma tensdo meédia de 25,47 + 13,47 gf.g™* e um coeficiente angular da linha de
tendéncia de 3,5. Os simbolos preenchidos indicam diferenca estatisticamente
significativa em comparacdo ao estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de
Student.
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Figura 24: Tensao média no estiramento maximo (7 mm) para o grupo Contaminado
com Material Particulado (MP), apresentando uma tensdo média de 29,61+22,77 gf.g™*
e um coeficiente angular da linha de tendéncia de 5,6. Os simbolos preenchidos indicam
diferenca estatisticamente significativa em comparac¢ao ao estiramento de 1 mm (p <
0,05), conforme o teste t de Student.
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Figura 25: Tensdo média no estiramento maximo (7 mm) para o grupo Asmético e
Contaminado com Material Particulado (MAMP), com a maior tensdo média de
70,59+56,89 gf.g™ e um coeficiente angular da linha de tendéncia de 13,81. Os simbolos
preenchidos indicam diferenca estatisticamente significativa em comparacdo ao
estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de Student.
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A andlise da reacdo miogénica ao estiramento pulmonar revelou
diferencas significativas entre os grupos experimentais (Figura 29).

No estiramento inicial de 1 mm, observou-se que o grupo MAMP teve
tensbes medias significativamente mais elevadas em compara¢cdo com 0S
grupos Controle (C) e Asmatico (MA). Esta tendéncia de aumento nas tensdes
meédias foi consistente em todos os pontos de estiramento subsequentes (2, 3,
4, 5, 6, 7 e 8 mm) em relacdo ao controle (C), evidenciando uma resposta

miogénica mais intensa no grupo MAMP.
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Figura 26: Comparacdo da reagdo miogénica ao estiramento pulmonar nos grupos
controle (C), asmatico (MA), contaminado com material particulado (MP) e asmatico
contaminado com material particulado (MAMP). Os simbolos "A" e "B" indicam
diferencas significativas (p < 0,05) em relagéo aos grupos controle (C) e asmatico (MA),
respectivamente. O teste de comparacdes multiplas de Tukey-Kramer evidenciou uma
resposta miogénica mais intensa no grupo MAMP.

4.2.3 Analise histolégica.
4.2.3.1 Coloragao HE (Hematoxilina e Eosina).
A andlise histopatologica das amostras pulmonares revelou

caracteristicas distintivas entre os diferentes grupos experimentais, com
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particularidades notaveis nas condicbes de asma (MA), contaminado com
Material Particulado (MP) e Asmatico, juntamente com MP (MAMP).

No grupo com asma, no aumento de 400x (Figura 30-2B) observou-se
espessamento significativo da mucosa dos bronquiolos terminais, acompanhada
por uma luz bronquial estreitada. O musculo liso, assim como a submucosa e a
adventicia, apresentaram-se espessos. Os bronquiolos respiratorios exibiram
mucosa espessa, com células pneumdcitos tipo | e Il indiferenciaveis. As paredes
dos bronquiolos respiratorios estavam abertas para os ductos alveolares, que
possuiam ndés musculares aumentados. Os sacos alveolares mostraram luz
interrompida por infiltrado. Além disso, os pneumacitos apresentaram formato
aumentado, variando de circulos maiores a cubicos, ao invés de pavimentosos.
(Figura 30- 2A e 2B)

Nos pulmdes expostos a MP, aumento de 400x (Figura 30-3B) os
bronquiolos terminais também apresentaram mucosa espessa, com possivel
displasia, e presenca de luz bronquiolar. O musculo liso, a submucosa e a
adventicia estavam espessos. Os bronquiolos respiratérios mostraram paredes
ramificadas para os ductos, com nés musculares aumentados. Em certas areas,
a luz alveolar estava presente, enquanto em outras foi interrompida por possiveis
infiltrados inflamatérios. Nos cortes histolégicos, foram observadas coloractes
marrons e pretas, sendo que as pretas possivelmente representam o material
particulado, enquanto as marrons podem ser particulas menores de MP, embora
isso ainda nao esteja confirmado. (Figura 30- 3A e 3B).

Os pulmdes de animais com MAMP aumento de 400x (Figura 30 - 4B)
apresentaram bronquiolos terminais aumentados e mucosa espessa, indicando
possivel displasia. A luz bronquiolar estava presente, e o musculo liso,
submucosa e adventicia mostraram-se espessos. Os bronquiolos respiratorios
mantiveram paredes ramificadas para os ductos alveolares, com ndés musculares
alveolares aumentados. Observou-se presenca de alvéolos com a luz
interrompida devido a possivel infiltrado inflamatorio. Algumas regides
apresentaram auséncia total da luz alveolar. Foi notada a possivel presenca de
MP em cortes histolégicos, identificada pela coloracdo escura a marrom e em
destaque no circulo vermelho embora ainda néao esteja confirmado. (Figura 30-
4A e 4B)
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Comparativamente, os pulmdes com asma em aumento de 400x (Figura
30-2B) apresentaram maior espessamento dos bronquiolos terminais em
relacdo aos pulmdes expostos a MP. Entretanto, no MP, esse espessamento foi
mais evidente nos septos alveolares. Adicionalmente, a presenca de cores
marrons e pretas nos cortes histolégicos sugere a presenca de material
particulado, sendo que as particulas pretas podem ser atribuidas ao material
particulado, enquanto as marrons possivelmente correspondem a particulas
menores de MP, embora essa hipdtese necessite de confirmagdo adicional.
(Figura 30- 1A e 1B).

No grupo controle, as amostras pulmonares apresentaram arquitetura
normal. Os bronquiolos terminais e respiratérios mantiveram mucosa fina e bem
definida, sem sinais de espessamento. O musculo liso, a submucosa e a
adventicia ndo apresentaram espessamento significativo. Os ductos alveolares
e sacos alveolares mostraram-se livres de possiveis infiltrados inflamatorios,
com luz alveolar presente e continua. Ndo foram observadas coloragbes
andmalas nos cortes histologicos, indicando auséncia de material particulado ou
outras anomalias estruturais. Esta condicdo normal observada no grupo controle

serve como referéncia para destacar as alteracdes nos grupos experimentais.
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Figura 27: 1A e 1B (40x e 400x): Imagens histolégicas do grupo controle com
arquitetura pulmonar normal, sem espessamento.2A e 2B (40x e 400x): Grupo com
asma mostra espessamento da mucosa dos bronquiolos terminais e possivel presenca
de infiltrado inflamatdrio.3A e 3B (40x e 400x): Pulmdes expostos a MP apresentam
mucosa espessa, displasia e colora¢gbes indicando material particulado e possivel
presenca de MP no circulo vermelho 4A e 4B (40x e 400x): Grupo MAMP mostra
bronquiolos terminais aumentados, possivel presenca de infiltrado inflamatério e
possibilidade de material particulado no circulo vermelho material particulado.

Estas observacbes destacam a variabilidade das alteracdes
histopatoldgicas induzidas por diferentes condicdes experimentais e contribuem
para uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes as respostas

pulmonares em cada contexto.

4.2.3.1.1 Analise dos Alvéolos.

Os resultados demonstram que a exposicao a material particulado em
combinacdo com a condigdo asmatica resulta em reducédo significativa da area
dos alvéolos (Figura 31). A exposicdo a material particulado pode levar a
remodelacéo dos tecidos pulmonares, incluindo os alvéolos. Esta remodelacao
pode resultar em alteragcfes estruturais, como a hipertrofia das células epiteliais
dos alvéolos e a formacgao de novos alvéolos ou a dilatagdo dos existentes. Em
combinagcdo com a asma, a remodelacéo alveolar € mais pronunciada devido a
resposta inflamatéria aumentada. Os resultados estatisticos indicam uma
diferenca significativa na &area dos alvéolos do pulmdo esquerdo medial,
especialmente no grupo Asmatico e Contaminado com Material Particulado
(MAMP). Esse grupo apresentou uma diminuicdo significativa na area alveolar
guando comparado aos grupos Controle (C), Asmatico (MA) e Contaminado com
Material Particulado (MP).

Os simbolos A, B e C no gréfico ilustram essas diferencas estatisticas,
demonstrando as variagdes na area alveolar entre os grupos. O grupo Controle
(C), MA e MP apresentou uma &rea alveolar maior em comparagdo com 0 grupo

MAMP mostrou uma reducdo ainda mais acentuada.
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Figura 28: Area dos Alvéolos do Pulmio Esquerdo Medial em Diferentes Grupos
Experimentais. O gréfico mostra o aumento significativo da area dos alvéolos em
animais expostos a material particulado e com asma (MAMP) comparado aos grupos
Controle (C), Asmatico (MA) e Contaminado com Material Particulado (MP). Observou-
se uma diferenca estatisticamente significativa na area alveolar entre o grupo MAMP e
0s grupos C, MA e MP, com o grupo MAMP apresentando uma diminuicdo mais
acentuada. Os simbolos A, B e C indicam diferencas significativas (p<0,05) em relacéo
aos grupos mencionados. As analises foram realizadas utilizando a Andlise estatistica

unpaired t test com o software Graphpad Instat.

4.2.3.1.2 Analise da Espessura dos Septos Alveolares.
A andlise dos septos alveolares revelou um aumento significativo na
espessura dos septos nos grupos Asmatico (MA), Contaminado com Material

Particulado (MP) e Asmético e Contaminado com Material Particulado (MAMP).
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Figura 29: Espessura dos Septos Alveolares nos Diferentes Grupos Experimentais. O
gréafico mostra a espessura dos septos alveolares nos grupos Controle (C), Asmético
(MA), Contaminado com Material Particulado (MP) e Asmético e Contaminado com
Material Particulado (MAMP). Foi observado um aumento significativo na espessura dos
septos nos grupos MA, MP e MAMP em comparag¢do com o grupo Controle (C). Os
simbolos A, B e C indicam diferencas significativas (p<0,05) em relagdo aos grupos
mencionados. Andlise estatistica unpaired t test com o software Graphpad Instat

4.2.3.1.3 Tricromico de Masson.

Nos resultados da andlise histolégica utilizando a coloragéo Tricrémico de
Masson, foram observadas diferentes quantidades de coloracéo, refletindo a
deposicdo de coldgeno nos pulmdes dos diferentes grupos experimentais. A
maior quantidade de coloracéo foi encontrada no grupo MAMP com aumento
estatisticamente significativo em comparacéo ao grupo controle (C), ao grupo do
modelo asméatico (MA) e ao grupo contaminado com material particulado (MP).
(Figura 33).
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Figura 30 1A e 1B (40x e 400x): Imagens histolégicas do grupo controle com arquitetura
coldgena normal, sem espessamento ou inflamacéao significativa na cor azul. 2A e 2B
(40x e 400x): Grupo com asma mostra espessamento da faixa colagena na cor azul.3A
e 3B (40x e 400x): Pulmdes expostos a MP apresentam mucosa espessa, e deposi¢céo
de colageno na cor azul 4A e 4B (40x e 400x): Grupo MAMP mostra ainda mais essa
deposicao de colageno em azul.

Embora o grupo MAMP tenha mostrado a maior deposi¢céo de colageno,
0 grupo MP também apresentou um aumento significativo na coloracdo de
colageno em comparagdo tanto com 0 grupo controle quanto com 0 grupo
asmatico (MA). Esses resultados indicam uma possivel resposta fibrética nos
pulmdes expostos a material particulado, especialmente quando combinado com
asma, em comparacao com as outras condi¢cdes experimentais (Figura 34)

Area de deposicéo de colageno no pulméo esquerdo medial
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Figura 31: Area de coloracdo azulada, referente & deposicéo de colageno nos pulmdes
dos diferentes grupos experimentais, medida pela coloragdo Tricrbmica de Masson
(valores médios * desvio padrdo). A analise foi conduzida no software ImageJ utilizando
0 plugin “Color Deconvolution”. Os simbolos "A", "B" e "C" indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre 0s grupos mencionados. A analise estatistica foi realizada
com o teste t ndo pareado usando o software GraphPad Instat.

5.0 DISCUSSAO
5.1 Material Particulado (MP).
Considerando a composicao do material particulado analisado, a hematita

e a magnetita sdo fases minerais contendo Fe. Esses minerais s&o
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caracteristicos da atividade de mineracao de ferro no Brasil, sendo os principais
materiais utilizados nas industrias localizadas na cidade de Vitoria, Espirito
Santo. O estudo de WU et al. (2024) destaca o papel crucial da hematita na
producdo de pelotas de ferro, um material fundamental para a industria
siderargica. A hematita é processada em pelotas que sao essenciais para altos-
fornos e outros métodos de producéo de aco devido a sua eficiéncia e menor
impacto ambiental. Essas pelotas também permitem a adicdo de varios metais,
como cromo (Cr), cobre (Cu) e titanio (Ti), para produzir diferentes ligas de aco
conforme as demandas do mercado.

O estudo de SOUZA et al. (2021) examina o papel do Material Particulado
Sedimentado (MPSe) da area industrial do mesmo Estado do Espirito Santo no
Brasil, mostrando o local de amostragem na Ilha do Boi e a area industrial do
Complexo de Tubardo na cidade de Vitéria (ES) como fonte de contaminacéo
por nanoparticulas metalicas em ecossistemas aquaticos. E importante notar
que hé& diferencas nos resultados obtidos no estudo de SOUZA et al. (2021) que
verificaram o tamanho de particulas na fase liquida (tamanho hidrodindmico) de
5 a 10 vezes inferior ao que foram encontrados na presente analise (1638,33 +
359,85 nm). Tais discrepancias podem estar relacionadas a metodologia, uma
vez que no presente trabalho ndo foram separadas fragbes do MP de acordo
com o tamanho e a avaliagdo foi conduzida na solucdo fisiolégica, o meio
utilizado para a contaminacéo dos animais, e ndo na agua ultrapura.

Adicionalmente, o valor do potencial Zeta (-9,92 + 0,81 mV) indica uma
baixa repulsdo eletrostatica, o que gera instabilidade das particulas no sistema
aguoso, que apresentam capacidade de se ligar a compostos circundantes, o
indice de Polidispersdo elevado corrobora a heterogeneidade da amostra
(0,625), demostrando a capacidade de aglomeracdo desse material. Apesar de
ter sido observado em escala nanométrica na analise de SOUZA et al. (2021) as
analises no presente trabalho demonstram que em solucdo fisiologica as
particulas podem estar dispersas em tamanhos maiores, 0 que ndo impede que
possam dissociar-se em particulas de tamanho e composi¢éo diversas quando
em compartimentos organicos.

Segundo (LI et al., 2023) particulas com potencial Zeta proximo a zero
indicam uma baixa repulsdo entre particulas, o que favorece a aglomeracao e

pode comprometer a homogeneidade da amostra. Este comportamento € critico
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em estudos toxicologicos, pois particulas aglomeradas podem ter efeitos
bioldgicos distintos em comparacéo com particulas individuais ou bem dispersas.

O estudo de TAl et al. (2022) reforca a importancia de uma caracterizagcao
detalhada do material para compreender sua distribuigcéo e potencial toxicidade.
No presente trabalho, a instabilidade na suspenséo e a presenca de particulas
aglomeradas podem levar a uma distribuicdo desigual e a respostas biolégicas
variaveis, como indicado por SHARMA et al. (2020) e LI et al. (2023). Com essa
variabilidade € essencial que o preparo desse material contribua ao méximo para
garantir uma disperséo uniforme, com resultados precisos e que qualquer efeito
observado seja atribuivel ao MP e ndo a artefatos causados pela sua
aglomeracao ou instabilidade, dessa forma o MP foi preparado em PBS que
mimetiza o ambiente fisioldgico, com adicdo de Tween 80 que age como
emulsificante mantendo as particulas individualizadas e ainda o banho de
ultrassom para manter as particulas dispersas na suspensao no momento da
contaminacdo (PARK et al.,, 2021a). Os cuidados para manter as particulas
dispersas na suspensao também contribuem para simular a contaminacdo na
situacdo original, com o poluente disperso no ar atmosférico.

Ainda a respeito da heterogeneidade do MP, TAl et al. (2022), verificaram
que o MP pode se acumular de maneira desigual em diferentes 6rgédos, alterando
a toxicidade observada. A caracterizacdo heterogénea da amostra no presente
estudo denota a necessidade de uma investigacdo mais pormenorizada, com
avaliacdo de diferentes porcdes pulmonares e até contaminacdo de outros
orgados em decorréncia de contaminacao sistémica.

Para a caracterizagéo da estrutura cristalina do material particulado (MP),
foi empregada a técnica de Difracdo de Raios-X (DRX), apds tratamento em alta
temperatura com remocdo de componentes organicos para a obtencdo de
padrées de difracdo claros e para a identificacdo acurada das fases cristalinas
presentes no material. Os resultados obtidos na analise de DRX correspondem
a uma exploracéao inicial da composicao do MP, de posse do conhecimento da
composicdo de amostras anteriores na literatura foi feita uma anélise nos bancos
de dados para padrdes relacionados a compostos contendo ferro. Os resultados
corroboram com os achados de Souza et al. (2021), que também observaram a
presenca da hematita (Fe203). Os padrdes de difracdo também apontaram a
presenca de Magnetita (FesOa).
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Geralmente no MP o0s componentes que se destacam sdo aqueles
elementos potencialmente toxicos, como 0s metais e metaloides. Tais
contaminantes possuem efeito toxico aos seres vivos, podendo ser citado como
exemplo o ferro (Fe) (DA ROCHA BRAGA et al.,, 2022), que embora seja
essencial para plantas e animais, em concentracdes elevadas pode ser danoso.
A toxicidade do ferro € frequentemente observada em solos com baixa
disponibilidade de fosforo e pode causar prejuizo das atividades fisioldgicas
normais, incluindo o crescimento e o desenvolvimento das plantas. A toxicidade
do ferro pode ser exacerbada pela interagdo com outros metaloides, como o
aluminio, que juntos podem causar estresse oxidativo e danos celulares.

Em contextos industriais, particularmente na mineragéo e processamento
de ferro, hematita e magnetita sdo subprodutos significativos, contribuindo para
a poluicdo ambiental (MIMURA; FERREIRA; SILVA, 2020). SOUZA et al. (2021)
usando amostras atmosféricas de areas industriais, como aquelas ao redor de
mineracao, demonstraram que essas particulas podem conter nanoparticulas de
metais.

SUN et al. (2023) revelam que nanoparticulas de 6xido de ferro Hematita
sdo produzidas no sistema de trafego ferroviario e em uma ampla gama de
producdo industrial, representando uma grande ameaca a saude humana. O
estudo mostra que nanoparticulas de 6xido de ferro administradas por via
intranasal induzem inflamacao pulmonar em camundongos.

Como apresentado anteriormente, a designacdo "MP 25" e "MP 10"
refere-se ao MP com particulas de didmetro aerodindmico iguais ou menores
que 2,5 pm (ou 2500 nm) e iguais ou menores que 10 pum (ou 10000 nm),
respectivamente. Como discutido, a analise do DLS revelou que o material é
composto por particulas na casa de centenas de nanémetros. E importante
salientar que na analise do DLS as particulas maiores tendem a sedimentar no
fundo da cubeta, ndo sendo mensuradas.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) associada a
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) oferece uma visdo abrangente
sobre a caracterizagdo fisico-quimica de particulas, sendo relevante para a
compreensao das caracteristicas do material particulado como observado na
literatura (SOUZA et al., 2021; USMAN et al., 2022). A analise por EDS confirmou

os achados do DRX, revelando grande quantidade de ferro, além de outros

57


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/iron-oxide-nanoparticle

metais (Aluminio e Magnésio) com estruturas amorfas e agregados de particulas
heterogéneas na composicdo. Somados aos resultados de tamanho de
particulas do DLS, a andlise no MEV e EDS, confirmam a capacidade das
particulas se agregarem e provavelmente serem reativas. Temos entdo um
material com uma grande heterogeneidade com particulas que se encaixam na
classificacdo de MP2,5. E necessario a conducdo de experimentos adicionais
para detalhar o perfil das particulas maiores, bem como o percentual de cada
classe de particulas nesta amostra de MP, uma vez que € apontado na literatura
gue a toxicidade esta inversamente relacionada com o tamanho das particulas.

A instabilidade da suspensdo do MP observada, refletida pelo potencial
Zeta e pelo tamanho das particulas, pode influenciar a forma como o MP é
distribuido e absorvido no organismo. Particulas aglomeradas podem modificar
a biodisponibilidade e a toxicidade do MP, enfatizando a necessidade de técnicas
eficazes para a dispersdo e estabilizacdo das particulas. Portanto, a
caracterizacao rigorosa e o controle da qualidade do MP séao essenciais para
obter resultados confiaveis e precisos em estudos de toxicidade (SHARMA et al.,
2020).

Nos dados encontrados, a caracterizacdo do MP incluiu a avaliacdo da
presenca de microorganismos, utilizando um meio de cultura especifico para
fungos, o Agar Sabouraud. O Agar Sabouraud, composto por agar, extrato de
levedura, peptona e dextrose, é amplamente utilizado para identificar e estudar
fungos patogénicos e nao patogénicos, mas ndo impede que ocorra o0
crescimento de bactérias se inoculadas (MAHALINGAM, 2018). A auséncia de
crescimento microbiano nas amostras apés a esterilizacdo do MP indicou que o
material estava livre de contaminantes significativos, confirmando sua
adequacao para uso em experimentos in vivo.

A inoculacdo de material particulado (MP) em modelos animais para
estudos toxicoldgicos exige uma caracterizagcdo meticulosa e a confirmacgéo de
gue o material esta livre de contaminantes microbioldgicos. Garantir a pureza do
MP é crucial para evitar que microorganismos indesejaveis induzam respostas
inflamatorias ou imunes adicionais, o que poderia interferir nos resultados e na
interpretacdo dos efeitos do material particulado. A falta de controle sobre a
presenca de contaminantes pode comprometer a validade dos dados
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experimentais e levar a conclusfes incorretas sobre a toxicidade do MP
(AGIBAYEVA et al., 2022)

O estudo de AGIBAYEVA et al. (2022) aborda diretamente essa
necessidade, detalhando a importancia da caracterizacdo completa do MP e da
analise para deteccdo de contaminantes microbiolégicos. Os autores
demonstram que a caracterizacao fisico-quimica do MP, incluindo tamanho e
composicdo, deve ser acompanhada pela avaliagdo microbiol6gica para
assegurar que o material ndo contenha contaminantes que possam alterar a
resposta bioldégica do modelo animal. Esta abordagem é essencial para garantir
gue quaisquer efeitos observados sejam atribuidos exclusivamente ao MP e ndo
a possiveis contaminacfes. Portanto, a caracterizacdo e a verificacdo de
contaminacdo sao passos fundamentais para assegurar a integridade dos
resultados e a preciséo das conclusdes dos estudos.

A andlise detalhada do material particulado (MP) foi realizada utilizando
vérias técnicas complementares, incluindo Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Potencial Zeta,
Dynamic Light Scattering (DLS), Difracdo de Raios-X (DRX) e cultivo em agar
Sabouraud. Em suma, as diversas analises realizadas forneceram uma
caracterizacao geral do MP, entretanto, como mencionado anteriormente, ainda
sdo necessarias caracterizacdes da dimenséo global das particulas na amostra,
além de caracterizacdo elementar do MP para melhor entendimento das

consequéncias a sua exposicao.

5.2 Modelo animal.
5.2.1 Massa dos érgdos.

A exposicao a particulas de material particulado (MP) tem demonstrado
efeitos adversos significativos em diversos 6rgados dos roedores. Pesquisas
indicam que a inalagéo de MP intensifica o estresse oxidativo e a inflamag&o nos
musculos esqueléticos, resultando em disfuncdo mitocondrial (PARK et al.,
2024a). Adicionalmente, a exposicdo a MP induz inflamacéo e apoptose em
células endometriais humanas, afetando a fertilidade em camundongos (PARK
et al., 2024b). Outro estudo, também mostrou que o MP pode estar associado
com complicagcbes na saude ocular, e ressaltam a urgéncia de mais exploracéo

e intervengOes direcionadas para mitigar os efeitos prejudiciais dos poluentes
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ambientais nas superficies oculares. (BHUJEL et al., 2024). Outro impacto
observado € a promocdo da remodelacdo cardiaca e da inflamacdo em
camundongos predispostos ao lupus eritematoso sistémico, evidenciando a
conexao entre a poluicdo do ar e as doencas cardiovasculares (WAKED et al.,
2023).

Torna-se pertinente avaliar diferentes 6érgédos que ndo apenas do sistema
respiratério, uma vez que a literatura aponta que a contaminagéo apesar de ser
inalatoria ultrapassa as barreiras teciduais e tem o potencial de ser sistémica. No
presente estudo, a avaliacdo do peso dos oOrgdos revelou diferencas
significativas, corroborando com a literatura.

E interessante notar que o aumento da massa hepatica pode indicar
alteracdes relacionadas a processos inflamatérios no 6rgdo. SHENG et al.
(2024) ao estudarem contaminantes ambientais (microplasticos e metaloides),
verificaram que a contaminacdo induziu ao inchagco hepatico por meio de
infiltracdo de células inflamatorias, com distirbio metabdlico hepético em
decorréncia de estresse oxidativo, levando também a apoptose. Essa elevagao
significativa na massa do figado sugere que a contaminacdo nao foi restrita ao
sistema respiratorio, tornando necessario a analise do 6rgao para a confirmacéo
da hipotese.

Esses dados mostram a necessidade de investigacfes histoldgicas
futuras para elucidar completamente a funcéo renal que pode ser comprometida
pela exposicdo ao MP, mesmo na auséncia de mudancas significativas no peso
renal. Enfatizando a importancia de uma abordagem sistémica na avaliagdo dos
efeitos de poluentes ambientais sobre a contaminacéo respiratéria.

A andlise da massa pulmonar normalizada revelou uma diferenca
significativa, com o grupo asmatico (MA) mostrando um aumento de massa em
comparacao ao grupo asmatico contaminado com material particulado (MAMP)
(P<0,001). Além disso, o grupo MAMP nao apresentou diminuicao significativa
de massa em relacdo ao grupo controle. Isso indica que a avaliacdo do peso do
orgao, embora util, ndo é conclusiva por si s6 e requer suporte de dados
histol6gicos para fornecer conclusdes mais precisas sobre os impactos do
material particulado (MP) na saude pulmonar.

Estudos anteriores indicaram que a exposicdo ao MP em modelos de

camundongos pode levar a alteragfes significativas em processos inflamatorios
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e fibroses induzidas pelas particulas de MP inaladas (Park et al., 2021a). Essas
alteracbes sugerem que O peso sozinho ndo pode concluir sobre essas
mudancas, mas pode ser associado a analises especificas, como histologia,

para a visualizacdo de possivel remodelamento tecidual.

5.2.2 Ensaio sobre as propriedades mecanicas do pulméo: Complacéncia
e resposta miogénica.

A resisténcia tecidual mecéanica € determinada pela elasticidade dos
tecidos pulmonares, sendo influenciada por condi¢cdes como fibrose pulmonar,
que pode aumentar a rigidez tecidual, reduzindo a complacéncia pulmonar e
dificultando a respiragdo (DESAI; MOUSTARAH, 2024). Essa propriedade esta
relacionada a capacidade de expansdo do tecido, e sua diminuicdo é um
indicativo de doencas pulmonares restritivas. Por outro lado, a resisténcia a
passagem do ar nas vias aéreas esta relacionada a capacidade de contracéo e
relaxamento da musculatura lisa nos brénquios e bronquiolos, afetando o
controle do fluxo de ar durante a respiracdo (MANCO, 1998).

A analise da complacéncia pulmonar, usada como bioindicador no
presente estudo, é fundamental para entender os impactos do MPSe na
mecanica da ventilacdo. A reducdo da complacéncia observada sugere uma
diminuicdo na capacidade de expansdo dos pulmdes, 0 que esta associado a
dificuldades respiratérias. O estudo de LEIKAUF; KIM; JANG (2020) proporciona
uma visao de como a patogénese da inflamacado das vias aéreas, relacionadas
a particulas ultrafinas exacerba doencas respiratdérias em humanos e animais. O
mecanismo dos efeitos na satde humana induzidos por essas particulas podem
ser explicado por danos celulares oxidativos, incluindo imunidade inata,
imunidade adaptativa e espécies reativas de oxigénio (LEIKAUF; KIM; JANG,
2020)

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a exposicao ao
MPSe resulta em uma diminuicdo progressiva da complacéncia pulmonar,
refletida em um aumento das tensdes resultantes de estiramentos controlados
nos tecidos pulmonares. Especificamente, as tensdes médias obtidas durante o
estiramento maximo (7 mm) suportado por todos o0s grupos, foram
significativamente mais elevadas nos grupos experimentais em relagédo ao grupo

controle (10,35+7,26 gf.g™), com elevacdes de 68,28% no grupo asmatico
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(17,47%£9,73 gf.g™), 239,29% expostos ao MP (35,24+19,89 gf.g™1), e 512,56%
no grupo asmatico contaminado com MP (63,62+37,10 gf.g™%). Assim a maior
tensdo em resposta ao estiramento significa uma menor capacidade de
deslocamento em relacéo a forca aplicada, ou seja, diminuicéo de complacéncia.

Para averiguar a complacéncia ao longo do estiramento, foi feita a
regressao linear, que demonstrou coeficiente angular aumentado nos grupos
experimentais, C (1,2), MA (2,5), MP (6,39) e MAMP (6,70), o que corrobora os
achados de magnitude de tensdo em resposta ao estiramento.

A comparacdo das tensfes normalizadas entre 0os grupos revelou
elevacao significativa nos grupos MP (até 3mm de estiramento) e MAMP até 7
mm de estiramento) em relacdo ao controle e até em relagdo ao grupo MA nos
estiramentos iniciais. Pode-se notar que a indu¢éo a asma néo provocou reducéo
da complacéncia, por outro lado, a exposicdo ao contaminante sim, com o0
agravamento da reducao da complacéncia quando a contaminacgéo pelo MP foi
combinada com a inducdo a asma. Esse achado mostra um aspecto do
agravamento da contaminacdo do material particulado atmosférico quando
combinado com outras patologias respiratorias. Estudos como de FREITAS et
al. (2016), que apontam uma elevagédo de quase 10% no indice de hospitalizagdo
por doencas respiratérias na regido de Vitéria, em funcéo da elevacdo de MP10
(10pg.m3), devem ser observados com cuidado, uma vez que essa populacéo
pode estar sofrendo o0 agravamento de doencas respiratdrias em funcdo dessa
contaminagao.

Os achados sao consistentes com estudos como o de Zou et al. (2023),
gue demonstraram que a exposicdo ao PM2.5 induz inflamacdo e fibrose
pulmonar via expressao de células musculares lisas das vias aéreas através da
via Wnt5a/INK. Este estudo evidenciou que a resposta inflamatéria e fibrose
podem ser exacerbadas em condicbes de asma combinadas com a exposicao
ao material particulado.

A resisténcia ao fluxo respiratorio pode ser influenciada por varios fatores,
como a presenca de obstrucdes nas vias respiratorias, inflamacao pulmonar ou
condicbes médicas como a asma. Ao estirar o tecido pulmonar pode-se notar um
pico de tensdo que se reduz a um patamar estavel (Figura 6), este pico esta
relacionado a uma resposta contratil da musculatura lisa presente no pulmao.

Esta resposta é descrita na literatura como resposta miogénica ou ainda
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tigmotropismo e esta relacionada a contratilidade do musculo liso presente nos
brénquios e bronquiolos, que controlam o seu diametro, assim, a avaliacdo da
contratilidade dessa musculatura revela alteragbes que podem influenciar a
resisténcia a passagem do ar.

A andlise da reacdo miogénica ao estiramento pulmonar revelou que,
apesar de todos 0s grupos apresentarem uma resposta miogénica aumentada
em relagé&o aos valores iniciais (1mm), com diferentes intensidades, de acordo
com o coeficiente angular da regressédo linear, com a seguinte ordem de
intensidade C (2,67) < MA (3,54) < MP (5,7) < MAMP (13,8), quando comparados
entre si 0 grupo Asmatico e Contaminado com Material Particulado (MAMP)
apresentou as maiores tensées médias de contracdo (p<0,05), indicando uma
intensificacdo na resposta miogénica do pulméo.

A resposta miogénica aumentada observada no grupo MAMP pode ser
explicada pela ativacao de vias inflamatodrias e remodelamento tecidual induzido
pelo MP. As tensdes médias significativamente mais elevadas em todos os
pontos de estiramento indicam uma maior responsividade do tecido pulmonar,
reforcando a necessidade de analises histologicas detalhadas para elucidar os
mecanismos subjacentes a essas alteracdes.

O estudo de BATES; RINCON; IRVIN (2009) revela que a remodelacéo
das vias aéreas em modelos asmaticos é complexa e envolve mdltiplos
mecanismos interativos que afetam a area luminal das vias aéreas. A pesquisa
demonstra que o encurtamento do musculo liso, embora modesto, contribui para
diminuicdo do calibre das vias aéreas, 0 que, em combinacdo com hipertrofia
epitelial e hipersecre¢éo de muco, resulta em um estreitamento significativo da
area luminal. Este fendbmeno € crucial para compreender a severidade dos
sintomas asmaticos, uma vez que a reducao drastica na area luminal pode levar
a um comprometimento grave da funcao respiratéria e até mesmo ao fechamento
completo das vias aéreas.

Os resultados do estudo mostraram uma reducdo progressiva da
complacéncia pulmonar nos grupos expostos ao MP, o que indica uma maior
rigidez do tecido pulmonar. A discussdo desses achados revela que essa
reducdo da complacéncia, combinada com o aumento da resisténcia ao fluxo de
ar, pode ser especialmente prejudicial para a funcdo pulmonar. Esses

mecanismos afetam tanto a capacidade de expansdo dos pulmdes quanto o
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controle do fluxo respiratorio, sugerindo que a exposicdo ao MP em niveis
elevados pode agravar condicdes pré-existentes e aumentar o risco de
desenvolver doencas cronicas para individuos que vivem em &reas
contaminadas por material particulado atmosférico, isso significa uma maior
predisposicdo a desenvolver doencgas respiratorias, especialmente em grupos
vulneraveis, como criangas, idosos e pessoas com doencgas preexistentes, como
a asma. A contaminagéao prolongada pode, portanto, contribuir para um aumento

das taxas de hospitalizacdes e morbidades associadas a doencgas respiratérias.

5.2.3 Histologia: Hematoxilina e Eosina e Tricromico de Masson.

A analise dos dados histolégicos reforca as observacdes feitas
anteriormente nas andlises da mecanica tecidual. A histologia dos tecidos
pulmonares revelou alteracdes e danos respiratorios significativos, o que oferece
uma base sélida para a interpretacdo dos resultados das analises mecéanicas.
Essa correlacéo entre as observacdes macroscépicas e microscopicas fortalece
a conclusdo de que a exposicdo ao MPSe esta associada a consequéncias
adversas na saude respiratoria.

A espessura dos septos alveolares foi avaliada nos grupos experimentais
revelando (Figura 32) um aumento significativo na espessura dos septos
alveolares nos grupos experimentais, MA (96,3%) MP (125,8%) e MAMP
(170,07%). Esses resultados indicam que tanto a asma quanto a exposi¢cao ao
Material Particulado, isoladamente ou em combinagdo contribuem para o
aumento de espessura dos septos alveolares. Essa alteragcdo na estrutura
pulmonar reflete a resposta inflamatéria e possivel remodelacédo estrutural
associada a essas condicoes.

Corroborando os dados de espessura dos septos, foi possivel observar a
reducado da area alveolar, uma vez que o aumento da espessura do septo implica
em reducdo do lumen do alvéolo. Obteve-se reducao significativa do grupo em
que houve a combinagdo da asma com a contaminacao (MAMP -81,25%). O
grupo MA e MP néo tiveram reducéo significativa (p>0,05). A area alveolar do
grupo MAMP foi estatisticamente inferior inclusive aos outros grupos

experimentais, demonstrando, mais uma vez, o agravamento da combinagao.
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Esses achados estdo de acordo com estudos anteriores, como o de
Huang el al. (2017), que investigou os efeitos do MP segregado por tamanhos,
nas respostas imunes Thl e Th2 em camundongos. O estudo de Huang et al.
(2017) demostrou que a exposicdo ao MP pode influenciar nas respostas
inflamatorias e imunologicas corroborando com a hipétese de que o material
contribui para inflamacéo e possivel remodelacao tecidual observadas no grupo
asmaético e expostos ao MP.

Ademais, também é necessario considerar o estudo de KIM; WEON; JE
(2023) que descreve o entendimento da morfologia alveolar e suas implicacdes
funcionais, que podem influenciar pesquisas em doencas pulmonares e
desenvolvimento de terapias respiratorias. Esse estudo visa compreender a
forma esférica dos alvéolos e suas implicacdes para a funcao respiratéria em
organismos vivos. Os pesquisadores utilizaram microscopia de raio-X sincrotron
para visualizar e analisar a morfologia alveolar em camundongos vivos. Esta
técnica permitiu uma visualizacdo detalhada e em tempo real das estruturas
internas do pulm&o sem a necessidade de seccionamento ou fixagdo de tecidos.
E nos resultados revelaram que os alvéolos mantém uma forma esférica robusta
durante os ciclos respiratérios, independentemente das mudancas de volume
associadas a inspiracdo e expiracdo. A pesquisa mostrou que a forma esférica
dos alvéolos é crucial para a manutencdo da eficiéncia na troca gasosa. As
formas esféricas ajudam a distribuir uniformemente as tensfes mecanicas
durante a respiracdo. Os dados experimentais foram utilizados para desenvolver
modelos computacionais que simulam a mecéanica dos alvéolos, fornecendo
dados sobre como essas estruturas suportam a funcdo respiratoria. (KIM;
WEON; JE, 2023). Torna-se interessante avaliar se 0 espessamento dos septos
poderia influenciar na forma esférica dos alvéolos, uma vez que altera as forcas
envolvidas nas paredes alveolares, tais alteracbes morfoldégicas poderiam
implicar em prejuizos funcionais.

Além disso, é importante entender as caracteristicas histologicas no
modelo asmatico em modelos murinos, onde €& comum observar um
espessamento dos septos interalveolares (TRIFILIEFF; EL-HASHIM;
BERTRAND, 2000). Esse espessamento pode ser causado por acumulo de
células inflamatdrias, fibrose e hiperplasia de fibroblastos e miofibroblastos. Os

alvéolos podem mostrar alteracdes estruturais, como aumento da formacéo de
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muco e alteracdes na arquitetura alveolar. Em modelos asmaticos, o alvéolo
pode parecer dilatado ou distorcido (TRIFILIEFF; EL-HASHIM; BERTRAND,
2000; BATES; RINCON; IRVIN, 2009;)

Corroborando os dados apresentados, destaca-se que os efeitos da
poluicdo do ar em pacientes asmaticos podem ser agravados, Como mostrou o
estudo de LIWSRISAKUN et al. (2023), onde o PM10 teve um impacto
significativamente negativo no controle da asma em pacientes asmaticos. Este
estudo destaca a necessidade de monitoramento continuo da funcdo pulmonar
em periodos de alta poluicdo. Assim, esse agravamento no controle da asma
poderia estar correlacionado com o0 aumento da resposta miogénica, reducéo da
complacéncia como observado no aumento dos septos e diminuicdo da area
alveolar), principalmente, nos grupos expostos ao material particulado e
asmatico (MAMP).

O estudo de Park et al. (2024b) fornece uma visdo sobre as alteracdes
histolégicas nos pulmbes de camundongos expostos a material particulado,
revelando um quadro de inflamacdo crbonica e fibrose intersticial. Essas
alteracdes séo corroboradas pelas técnicas histologicas empregadas por Galli et
al. (2024), que identificaram padrdes semelhantes de lesdo pulmonar em seu
modelo experimental. Ambos os estudos utilizam metodologias robustas, como
coloracdo de H&E e imunohistoquimica, para identificar e quantificar a presenca
de marcadores inflamatorios e alteracdes estruturais no tecido pulmonar. A
convergéncia nas observacfes de inflamacdo e fibrose sugere que os
mecanismos patologicos associados a exposicao ao material particulado podem
ser semelhantes aos observados em outros modelos de lesdo pulmonar
descritos por Galli et al. (2024). Essa correlacao fortalece a compreensao dos
efeitos do material particulado na saude pulmonar e destaca a importancia de
meétodos histologicos na elucidacdo dos mecanismos subjacentes a leséo
pulmonar.

Ademais, estudos recentes utilizando modelos de camundongos tém
demonstrado que a exposicao ao material particulado (MP) pode resultar em
alteracdes significativas no tecido pulmonar devido a processos inflamatorios e
fibrose. Por exemplo, a exposicdo ao MP2.5 foi associada ao aumento da
inflamac&o pulmonar e a infiltracdo de neutroéfilos, que podem levar a danos

teciduais e alteracbes no tecido pulmonar (LUO et al., 2024) Além disso, foi
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observado que a exposicéo crénica ao MP pode induzir o estado senescente em
células pulmonares, contribuindo para a remodelacédo tecidual e possiveis
alteracbes pulmonares. Para aprofundar a presente investigacido seria
interessante avaliar o perfil de expressao génica nesses grupos experimentais
para investigar possiveis impactos no ciclo celular e eventos apoptoticos.

Nos resultados da anélise histoldgica utilizando a coloracéo Tricrémico de
Masson, foi observada uma variagdo na quantidade de coloracéo azul, que indica
a deposicdo de colageno nos pulmdes dos diferentes grupos experimentais. O
grupo MAMP (199,39%) apresentou a maior area de coloragdo com aumento
estatisticamente significativo em comparacao ao controle e também foi superior
aos outros grupos experimentais (MA e MP). Adicionalmente o grupo MP
também teve uma deposicdo de coldgeno aumentada em relagdo ao controle
(104,46%).

Os achados do estudo séo consistentes com as observacgdes de Park et.
al (2021) que também observaram a exposi¢do ao MP e revelaram que induz a
lesGes pulmonares significativas incluindo fibrose e inflamacé&o. A presenca de
colageno nos pulmdes, conforme indicado pela coloracdo Tricrémico de Masson
€ um indicativo de fibrose que € considerada uma caracteristica comum na
resposta inflamatéria crénica devido & exposicdo ao MP. A Combinacgéo de asma
e exposicao ao MP no presente estudo exacerbam essas alteracdes levando ao
um aumento mais pronunciado na espessura dos septos alveolares e na
deposicdo de colageno, o que pode ter implicacBes significativas para o
desenvolvimento doenga pulmonar restritiva.

Uma reviséo da literatura concluiu que a poluicdo do ar tem um impacto
negativo no controle da asma, exacerbando sintomas e diminuindo a fungéo
pulmonar. Este efeito € mais pronunciado em areas urbanas com altos niveis de
poluicdo, reforcando a importancia de politicas ambientais rigorosas para
proteger individuos vulneraveis (TIOTIU et al., 2020)

Os resultados do presente estudo revelam que a exposi¢cdo ao material
particulado (PM) provoca alteragbes significativas na morfologia pulmonar,
evidenciadas por analises histologicas utilizando coloracdes de H&E e
Tricromico de Masson. Observou-se possivel inflamacéo e fibrose intersticial e
espessamento das vias aéreas nos pulmdes dos camundongos expostos,

indicando danos estruturais substanciais.
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Além disso GALLI et al. (2024) ao realizarem a analise apds a exposicéo
inalatoria de poeira metalica de dois diferentes centros de mineracdo, em
camundongos saudaveis e com enfisema, concluiram que a exposi¢cdo aumenta
a quantidade de inflamacdao e inicia a remodelacao, induzindo também resposta
ao estresse oxidativo. A combinacdo de doencas pulmonares com contaminacao
por material particulado pode agravar a resposta mecanica pulmonar,
evidenciando um aumento na rigidez pulmonar e uma resposta inflamatéria mais
pronunciada, o que corrobora os dados do presente trabalho, onde foi detectada
uma maior rigidez pulmonar (complacéncia reduzida), aumento dos septos
pulmonares, reducédo da area alveolar, aliada a fibrose.

Integrando esses estudos, pode-se concluir que a exposi¢cao ao material
particulado,  especialmente  em individuos  asmaticos, exacerba
significativamente a resposta miogénica do pulmé&o, o que pode aumentar o
tdbnus muscular e consequentemente a resisténcia ao fluxo de ar. Esses achados
sublinham a importancia de considerar tanto fatores ambientais quanto
condicdes patoldgicas ao avaliar a funcao pulmonar.

As caracteristicas identificadas do material particulado, realizadas por
técnicas avancadas como a DLS, medicdo do potencial zeta, Microscopia
eletrdnica de Varredura, corroboram com a presenca de particulas ultrafinas
(PM2,5) reativas e com alto potencial inflamatério. A contaminagdo dos
camundongos mostrou como o MP provoca danos e agrava condi¢des levadas
pela asma promovendo maior rigidez pulmonar.

Em suma, os resultados obtidos por meio das andlises histologicas
enfatizam a importancia da identificacao e controle adequados de contaminantes
ambientais, especialmente aqueles associados a atividades industriais
especificas, como a producado siderargica. Além disso, os achados podem
indicar a necessidade de intervencdes preventivas e regulatorias para proteger
a saude respiratoria de individuos expostos a tais materiais.

No entanto, as limitagbes deste estudo ndo podem ser ignoradas.
Primeiro, ha a necessidade de analises complementares do Material particulado
como mencionado anteriormente, a caracterizacdo da dimensao global das
particulas na amostra, aléem de caracterizacdo elementar do MP para melhor
entendimento das consequéncias a sua exposicdo. Os 6rgdos como, rim, figado

dos animais sdo necessarios para analises posteriores e complementacdo de
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resultados e comprovacdo se a exposicdo ao MP pode ser impactada
sistemicamente. Ha outros métodos de contaminagdo, como método de
aerossol, que é a maneira normal de um individuo ser exposto a PM2,5 e pode
ser realizado para comparacgdo futura. Entretanto foi mantido o maximo de
estudos para garantir que o MP fosse inoculado uniformemente durante o
processo de contaminacdo. Além disso, para experimentos futuros, podem ser
usados outros modelos de doengas pulmonares como DPOC para observar os
efeitos do MP na fungdo pulmonar e na inflamagao. Importante considerar,
também, a andlise das respostas inflamatorias (infiltracao celular, citocinas proé-
inflamatorias) que podem detalhar sobre os mecanismos que levam ao

agravamento da asma apdés a exposicdo ao MPSe.

6.0 CONCLUSAO.

Assim, foi possivel caracterizar o material particulado (MP) coletado na
regido de Vitéria-ES, revelando variacdes no tamanho das particulas e a
presenca de ferro, sugerindo uma composicdo complexa e potencialmente
téxica. Os niveis de contaminacao utilizados no estudo foram selecionados com
base em concentracbes ambientalmente relevantes, refletindo niveis de
exposicdo que podem ser encontrados em areas com alta poluicdo atmosférica.
Isso sugere que os achados podem ter relevancia para populacdes expostas a
condicBes semelhantes.

As andlises das propriedades mecanicas dos pulmdes revelaram aumento
da rigidez tecidual e hiper-responsividade miogénica, confirmando o impacto da
exposicdo ao MPSe na funcdo pulmonar dos camundongos. Além disso, as
alteragcbes no parénquima pulmonar, como o0 espessamento dos septos
alveolares e a reducéo da area de troca gasosa, indicam que a exposi¢cao ao
MPSe, em associacdo com a asma, intensifica os danos pulmonares. Esses
resultados sé@o consistentes com a hipotese de que a exposi¢cdo subletal ao
MPSe compromete a complacéncia pulmonar e agrava as condicOes
respiratorias, fornecendo uma base sélida para futuros estudos sobre 0s riscos
potenciais associados a exposi¢do a niveis semelhantes de MP em ambientes

humanos.
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