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RESUMO 

A poluição atmosférica é uma preocupação crescente devido à disseminação do 

material Particulado (MP), que impacta a qualidade do ar e agrava doenças 

respiratórias. Este estudo investigou a caracterização do MPSe (Material 

Particulado Sedimentado) na região de Vitória (ES) utilizando Dynamic Light 

Scattering (DLS), potencial zeta, Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Difração de Raios X (DRX) e 

análise microbiológica por cultura para detecção de microrganismos. O DLS 

indicou um diâmetro hidrodinâmico médio de 1638,33 ± 359,85 nm, com 

potencial zeta médio de -9,92 ± 0,81 mV e índice de polidispersão de 0,625 ± 

0,13. A MEV revelou aglomerados de metais, e a DRX apontou a predominância 

de hematita e magnetita no MP. A análise microbiológica destacou a 

necessidade de esterilização, pois o material não autoclavado permitiu o 

crescimento de hifas e bactérias Gram-positivas. Posteriormente, investigou-se 

o efeito da exposição ao MPSe na morfofisiologia pulmonar de camundongos 

Balb/c. Os animais foram divididos em quatro grupos: Controle (C), Modelo 

Asmático (MA), contaminado com MPSe (MP), e asmático exposto ao MPSe 

(MAMP). Foram realizadas análises histológicas (n=6) e fisiológicas (n=8) em 

cada grupo. A complacência pulmonar e a resposta miogênica foram avaliadas 

por meio de um ensaio mecânico inovador em órgão íntegro. O estiramento 

revelou um aumento significativo da tensão no grupo MAMP (512,56% 

comparado ao controle), seguido pelos grupos MP (239,29%) e MA (68,28%). A 

tensão de contração miogênica também foi elevada nos grupos MA (77,11%), 

MP (105,88%) e MAMP (390,8%). Nas análises histológicas, observou-se um 

aumento do septo alveolar nos grupos MA (77%), MP (214%) e MAMP (255%), 

enquanto a área alveolar diminuiu em 53%, 58% e 81%, respectivamente. Maior 

deposição de fibras colágenas foi observada nos grupos MA e MAMP. Concluiu-

se que o contato do MPSe com o modelo animal compromete a complacência 

pulmonar, aumenta a rigidez tecidual e eleva o risco de desenvolvimento de 

doenças respiratórias devido à sua composição. 

Palavras-chave: Material Particulado; MP; Doenças respiratórias. 

 



 

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 

Vitória (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. INTRODUÇÃO 

1.1 Poluição ambiental. 

A poluição ambiental está em constante aumento e causa danos severos e 

irreversíveis ao mundo. Ela se manifesta em diferentes formas: poluição do ar, 

da água, do solo, ruído e luz. A urbanização e o avanço tecnológico colocaram 

em risco a sobrevivência do planeta ao degradar a qualidade dos elementos 

essenciais do ambiente - ar, água e solo - devido à liberação de resíduos de 

fábricas, como plásticos, metais pesados, nitratos, queima de combustíveis 

fósseis, chuva ácida, vazamentos de petróleo e atividades de mineração. A 

urbanização e o crescimento populacional corroboraram também na poluição 

nas cidades. (NAWAZ et al., 2023). 

Os agentes poluentes estão se multiplicando de forma exponencial na 

sociedade moderna, desequilibrando os ecossistemas e apresentando ameaças 

de extinção para diversas espécies e aos seres humanos. A cada respiração, o 

organismo absorve minúsculas partículas que representam uma ameaça 

significativa para a saúde dos pulmões, coração e cérebro, podendo causar uma 

variedade de problemas de saúde. Elas podem incluir fuligem, poeira do solo e 

sulfatos, entre outros compostos nocivos. Essas partículas são tão pequenas 

que podem penetrar profundamente nos pulmões representando um sério risco 

para a saúde pública.(GAUR; SHARMA; YADAV, 2024) 

A degradação ambiental pode desencadear vulnerabilidade e novos riscos 

à sociedade (MIGRATION, 2023). A Organização Mundial da Saúde (OMS) 

revela que 9 de cada 10 pessoas no mundo respiram ar contendo altos níveis de 

poluentes gerando 7 milhões de mortes anuais em consequência da exposição 

à poluição atmosférica. Dessas, estima-se que 21% sejam por pneumonia, 20% 

por derrame, 34% por doenças cardíacas isquêmicas, 19% por doença pulmonar 

obstrutiva crônica e 7% por câncer de pulmão (World Health Organization 

(WHO), 2019). 

A OMS considera que entre 20 a 30% das internações por doenças 

respiratórias podem estar relacionadas à poluição atmosférica. No Brasil o 

Sistema Único de Saúde (SUS) é impactado pelos agravos à poluição 

atmosférica. O período de 2008 a março de 2019, o valor total gasto com 
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internações no país por doenças do aparelho respiratório ultrapassou R$13,6 

bilhões (World Health Organization (WHO), 2019). 

Dessa forma, componentes que se destacam são os elementos 

potencialmente tóxicos, os metais e metaloides, anteriormente denominados, 

erroneamente, como “metais pesados”. Tais contaminantes possuem efeito 

tóxico no meio ambiente, prejudicando animais e seres humanos, podendo ser 

citado como exemplo: arsênio (As), cobre (Co) , cromo (Cr), cádmio (Cd), ferro 

(Fe) (DUFFUS, 2002 e DA ROCHA BRAGA et al., 2022).  

Além dos metais e metaloides ainda  existem as substâncias poluentes, 

como o Ozônio (O3), Dióxido de nitrogênio (NO2), Dióxido de enxofre (SO2), 

monóxido de carbono (CO) e ainda temos partículas suspensas no ar com 

diâmetro de 10 micrômetros ou menos, denominadas Material Particulado 10 

(MP10), que acabam sendo danosas por sua reatividade e capacidade de 

transposição de barreiras teciduais (“WHO Air Quality Guidelines”, 2021).  

A dispersão do Material Particulado (MP) na atmosfera é regida por 

regulamentações para minimizar e prevenir problemas de saúde. Os limites 

recomendados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) para partículas em 

suspensão no ar (MP) são de até 50 μg/m³ para PM10 em um período de 24 

horas (World Health Organization (WHO), 2006). O monitoramento contínuo da 

qualidade do ar é essencial para a avaliação da exposição e implementação de 

estratégias de controle. Técnicas de amostragem atmosférica e análises 

laboratoriais são utilizadas para medir as concentrações de MP e entender suas 

fontes e impactos. Medidas regulatórias e políticas públicas, como a 

implementação de tecnologias mais limpas e controle de emissões, são 

fundamentais para mitigar a poluição por partículas em suspensão (COHEN et 

al., 2017). 

Estudando uma área urbana de Vitória (ES) e seus arredores, impactada 

por atividade de mineração, SOUZA et al. (2021) apontam que existem vários 

fatores que podem desencadear a liberação de elementos potencialmente 

tóxicos no ambiente, mas verificou que sua origem mais preponderante é de 

rochas sedimentares oriundas de atividades de mineração. Esses elementos, 

potencialmente tóxicos, ao se misturarem com diferentes elementos ambientais, 

como água, solo e ar, são expostos aos seres humanos e outros organismos 

vivos através da via respiratória. Por exemplo, a exposição a partículas contendo 
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ferro pode desencadear resposta no trato respiratório inferior, aumentando as 

concentrações de ferritina e lactoferrina, ao mesmo tempo em que diminui os 

níveis de transferrina para mitigar o estresse oxidativo (GHIO et al., 1998). Em 

geral, embora os óxidos de ferro em tamanhos maiores não sejam considerados 

cancerígenos em humanos, há preocupações emergentes quanto à potencial 

toxicidade dos óxidos de ferro em escala nanométrica, especialmente devido à 

geração de espécies reativas de oxigênio (PEASE; RÜCKER; BIRK, 2016).  

São vários os exemplos na literatura sobre a contaminação ambiental por 

metais, o estudo de FREITAS et al., 2022, que contou com cerca de 4.000 

voluntários, avaliou o comprometimento da saúde de humanos após a exposição 

elementos potencialmente tóxicos na cidade de Mariana e Barra Longa (regiões 

de mineração), e identificou o aumento abrupto de doenças respiratórias. Apesar 

de estudos focarem em determinada espécie ou bioma, a difusão de 

contaminantes químicos para regiões mais distantes pelo vento deve ser 

considerada (DA ROCHA BRAGA et al., 2022).  

Desse modo, a investigação sobre as vias de contaminação do material 

particulado em espécies é fundamental para compreender as consequências 

ecológicas e socioeconômicas da poluição do ar. O entendimento dos danos 

causados por poluentes dispersos pelo ar tem potencial para informar as 

populações e autoridades para a tomada de decisões em termos de gestão 

ambiental e políticas de conservação. 

 

1.2 Caracterização do Material Particulado (MP) 

O Material Particulado (MP), é definido pela Companhia Ambiental do 

Estado de São Paulo, como “conjunto de poluentes constituídos de poeiras, 

fumaças e todo tipo de material sólido e líquido que se mantém suspenso na 

atmosfera por causa de seu pequeno tamanho” (CETESB, 2022). Esse material 

tem origem em diversos processos com dissipação a partir de veículos 

automotores, processos industriais, queima de biomassa e ressuspensão de 

poeira do solo  (NOZZA et al., 2021; DOUMBIA et al., 2023; ASGHAR et al., 

2024). 

A presença de MP representa perigo para a saúde humana segundo a OMS-

Europa, 2023 (“Harm to human health from air pollution in Europe”, [s.d.]). 

Revelando que as concentrações de poluentes atmosféricos em 2021 
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permaneceram bem acima dos níveis recomendados pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS) nas suas diretrizes de qualidade do ar, revelando o aumento 

de atenção a esse cenário.   

O diâmetro aerodinâmico é um dos principais critérios para descrever a 

capacidade de transporte da partícula na atmosfera e/ou habilidade de inalação 

pela respiração (MIMURA; FERREIRA; SILVA, 2020). As partículas são 

classificadas em categorias de tamanho, com base na capacidade prevista de 

penetração nos pulmões: Material Particulado com diâmetro entre 2,5 e 10 μm 

(MP10), Material Particulado (MP2,5) com diâmetro aerodinâmico igual ou 

inferior a 2,5 μm e Material Particulado (MP0,1) com diâmetros iguais ou 

inferiores a 0,1 μm (CHO et al., 2009; MIMURA; FERREIRA; SILVA, 2020). 

Os constituintes químicos do material particulado (MP) comumente incluem 

íons inorgânicos, como sulfatos, nitratos, amônio, sódio, potássio, cálcio, 

magnésio e cloreto. Sua composição pode ser expandida para incluir uma ampla 

variedade de componentes, como carbono orgânico e elemental, material 

cristalino, água ligada às partículas, metais (por exemplo, cádmio, cobre, níquel, 

vanádio e zinco), e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs) 

(ARRIVABENE et al., 2016). Além disso, a importância ambiental dos 

componentes biológicos, como alérgenos e compostos microbianos, também 

tem sido enfatizada devido aos potenciais riscos à saúde 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 sedimentação. A coleta por filtros 

de ar é amplamente utilizada para amostras de MP suspenso na atmosfera. 

Nesses casos, o ar é filtrado e as partículas ficam retidas nos filtros, que são 

posteriormente analisados quanto à composição e concentração do MP, sendo 

então chamado de Material Particulado Atmosférico (MPA). Esta técnica é 

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, 

quando o MP se deposita nas superfícies, como nos pisos das casas, ele pode 

ser coletado através de métodos de sedimentação. Algumas organizações não 

governamentais (ONGs) realizam esse tipo de coleta para estudar o impacto do 

MP em ambientes internos. Esse material é denominado Material Particulado 
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Sedimentado (MPSe). O MP Sedimentado mantém suas características físicas, 

como o tamanho das partículas, mas sua análise pode ser influenciada pelas 

condições do ambiente em que se deposita (SOUZA et al., 2021). 

A Região Metropolitana da Grande Vitória é considerada um local urbano 

industrializado em constante expansão. Diante disso, a qualidade do ar vem 

sendo comprometida pela emissão de poluentes provenientes da mineração, 

aumento de emissão de gases por veículos automotores, além do setor de 

logística, dado à existência de um grande complexo portuário e aeroporto na 

região (VORMITTAG; OLIVEIRA; GLERIANO, 2018). O problema da poluição 

atmosférica na região de Vitória já é antigo e considerado um problema de saúde 

pública, tanto que em 2015 foi realizada uma Comissão Parlamentar de Inquérito 

(ES), denominada CPI do “Pó Preto”, para tratar da grande quantidade de 

material particulado na região, das suas consequências e medidas mitigatórias. 

O acúmulo do “pó preto” sobre a cidade provoca doenças respiratórias em Vitória 

devido ao seu diâmetro micrométrico, o MP é inalado facilmente, observou 

FREITAS et al. (2022). A qualidade do ar é diretamente influenciada pela 

distribuição e intensidade das emissões de poluentes atmosféricos de origem 

veicular e industrial (ARRIVABENE et al., 2016).  

A exposição ao Material Particulado é preocupante devido ao  agravamento 

de incidência de doenças pulmonares (ZHANG et al., 2023), doenças renais 

crônicas (LI et al., 2023; WATHANAVASIN et al., 2024), doenças 

cardiovasculares (LIANG; LIANG; FAN, 2023) gerando o interesse sobre as 

consequências desse poluente. Esse interesse é notório com o crescente 

número de publicação de artigos científicos sobre o tema, como observado com 

a busca por Material Particulado (em inglês o termo particulate matter) na base 

de dados da Biblioteca Nacional de Medicina do Centro Nacional para 

Informação de Biotecnologia dos Estados Unidos (Pubmed) (Figura 1). 
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Figura 1. Cópia da tela de busca da Biblioteca Nacional de Medicina do Centro Nacional 
para Informação 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 título de comparação pode-se tomar como referência o ambiente 

aquático, 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 águas 

como classe especial e classes de 1 a 4, sendo que da classe especial à classe 

4 temos progressivamente uma redução da qualidade de água, com 

consequentemente usos mais exigentes para maiores qualidades (classes 

Especial, 1...) até usos menos exigentes (Classes 3, 4...). Exemplificando, as 

águas da Classe 1 podem ser destinadas à recreação humana, proteção de 

comunidades aquáticas, podem ser destinadas à aquicultura, à atividade de 

pesca, podem também ser usadas para abastecimento para o consumo humano 

(após tratamento), dentre outros usos. Neste tipo de águas, o CONAMA (2005) 

determina valores máximos permitidos de poluentes  

Ao se comparar o que é permitido pela legislação (Resolução no 357 de 

2005 do CONAMA) para o controle da poluição das águas, com o que foi 

encontrado em suspensão nas águas de estuários da região de Vitória-ES no 

estudo de SOUZA et al. (2013) verifica-se concentrações de metais e metaloides 

acima dos níveis permitidos. 
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Tabela 1: Parâmetros máximos para poluentes inorgânicos em águas de Classe 1, 
extraído da Resolução CONAMA 357 de 2005 e valores máximos registrados na análise 
da água intersticial em estuários das baías de Santa Cruz e Vitória (ES), extraídos do  
trabalho de SOUZA et al., 2013. 

Parâmetro Inorgânico Valor máximo 

Valor Máximo 

quantificados em 

estuários - ES 

Alumínio dissolvido 0,1 mg.-1.AI Até 6,999 mg.-1.AI 

Cádmio 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.-1.Cu Até 0,0073 mg.-1.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 

Manganês total 0,1 mg. -1.Mn Até 2,159 mg. -1.Mn 

Mercúrio total 0,0002 mg. -1.Hg Até 0,0022 mg. -1.Hg 

Níquel total 0,025 mg. -1.Ni Até 0,0086 mg. -1.Ni 

 

Outro conceito necessário à presente discussão relaciona-se à 

contaminação, sendo que podemos ter contaminações agudas e crônicas. No 

Art. 2º. Itens XVII e XVIII da mesma Resolução do CONAMA (2005) temos uma 

definição sobre este tipo de contaminação: 

“XVII - efeito tóxico agudo: efeito deletério aos organismos vivos 

causado por agentes físicos ou químicos, usualmente letalidade ou 

alguma outra manifestação que a antecede, em um curto período 

de exposição; 

XVIII - efeito tóxico crônico: efeito deletério aos organismos vivos 

causado por agentes físicos ou químicos que afetam uma ou várias 

funções biológicas dos organismos, tais como a reprodução o 

crescimento e o comportamento, em um período de exposição 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 poluição do ar causada pelo 

aumento das emissões de material particulado (MP), têm sido identificadas como 

fatores agravantes para doenças respiratórias, especialmente a asma. Estudos 

epidemiológicos demonstram que áreas com altos níveis de MP apresentam 

maior prevalência de asma e pior controle dos sintomas em populações 

vulneráveis, sugerindo uma relação direta entre a exposição crônica ao MP e a 

exacerbação de condições respiratórias pré-existentes (ZHANG; BANZON; 

PHIPATANAKUL, 2024). 

Diante da crescente urbanização e industrialização, o aumento da poluição 

atmosférica representa um grave problema de saúde pública, afetando de 

maneira desproporcional indivíduos suscetíveis, como crianças e pessoas com 

predisposição genética à asma. Assim, o presente estudo se propõe a investigar 

como o material particulado atmosférico contribui para a exacerbação da asma 

alérgica, utilizando modelos experimentais de murinos que mimetizam as 

respostas inflamatórias 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 presença de Imunoglobulina E (IgE) 

específica, o que resulta em uma hiperatividade das vias aéreas. O diagnóstico 

da asma é baseado na frequência e gravidade dos sintomas, levando em 

consideração fatores desencadeantes, como predisposição genética, exposição 

ambiental, microbiota e estado do sistema imunológico. Ao classificar os 

diferentes tipos de asma, distingue-se a asma do tipo T2, que inclui os subtipos 

eosinofílico alérgico e não alérgico, e a asma não T2, que pode ser neutrofílica 

ou paucigranulocítica (KURUVILLA; LEE; LEE, 2019; VALDERRAMA et al., 

2022). 

A asma do tipo T2, especialmente a eosinofílica alérgica, é caracterizada 

por inflamação das vias aéreas impulsionada por uma resposta alérgica, com 

aumento de eosinófilos e ativação de linfócitos Th2. Enquanto a asma 

eosinofílica alérgica é desencadeada por predisposição genética a alérgenos, a 

eosinofílica não alérgica não envolve alérgenos ou anticorpos específicos. Já a 

asma não T2 neutrofílica se caracteriza pela predominância de neutrófilos sem 
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a participação de células Th2, e a asma paucigranulocítica apresenta baixos 

níveis de neutrófilos e eosinófilos (KURUVILLA; LEE; LEE, 2019). 

Diante desses fatores, a poluição atmosférica emerge como um agravante 

significativo para a asma alérgica. O material particulado (MP) está diretamente 

associado ao aumento da incidência de asma e à deterioração da função 

pulmonar. As partículas suspensas no ar (MP) são classificadas de acordo com 

seu diâmetro aerodinâmico, o que influencia onde elas se depositam ao serem 

inaladas. Enquanto partículas com diâmetro entre 2,5 e 10 μm se depositam nas 

vias aéreas superiores, as partículas menores, como o MP2,5, atingem as 

regiões mais profundas do pulmão, como os alvéolos, causando danos mais 

graves (GUARNIERI; BALMES, 2014). 

Assim, o uso de camundongos Balb/c em estudos de contaminação por MP, 

indicam em diversas pesquisas que esses animais são ideais para modelos de 

inflamação alérgica, incluindo asma, devido à semelhança imunológica com 

humanos. Os camundongos Balb/c exibem uma ativação de células Th2 e 

produção de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, além de aumentos significativos 

nos níveis de IgE e eosinófilos, parâmetros-chave da resposta asmática 

(HUANG et al., 2017a; PARK et al., 2021a). 

Modelos murinos, como o Balb/c, são particularmente eficazes para estudar 

como o MP exacerba a inflamação respiratória. Estudos mostram que a 

exposição repetida ao MP pode agravar a resposta imune alérgica imitando a 

exposição humana ao MP em áreas urbanas. Por exemplo, em um estudo sobre 

administração intratraqueal de MP em camundongos, foi observada inflamação 

pulmonar significativa, com macrófagos alveolares fagocitando partículas, 

indicando o impacto direto do MP no sistema respiratório (HUANG et al., 2017a). 

O estudo  conduzido por CASTAÑEDA et al. (2017) usando camundongos 

Balb/c com asma induzida por ovoalbumina (OVA), demonstrou-se que o MP 

aumenta a resposta inflamatória alérgica. Adicionalmente, o trabalho de KYUNG 

e JEONG (2020) indica que a exposição ao MP por pacientes asmáticos resulta 

em diminuição da função 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 

tímica (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), basófilos, 

mastócitos e eosinófilos, além de induzirem as células dendríticas a adotar um 

fenótipo pró-Th2. Esses estudos ressaltam a importância da investigação sobre 

a exposição ao Material Particulado juntamente como o agravante do modelo 

asmático.  

 

1.4 Resposta fisiológica da musculatura pulmonar. 

 O problema da contaminação por material particulado (MP) na 

exacerbação de doenças respiratórias, como a asma, tem sido amplamente 

reconhecido. O músculo liso das vias aéreas desempenha um papel central 

nesses processos, sendo responsável pela constrição das vias respiratórias, o 

que agrava os sintomas da asma. A exposição ao MP contribui para a 

hiperresponsividade das vias aéreas, intensificando a contração do músculo liso 

e promovendo alterações estruturais, como hiperplasia e hipertrofia, que são 

características de remodelação das vias aéreas. (HUANG et al., 2017a) 

O músculo liso se diferencia do músculo esquelético pela sua capacidade 

de contração involuntária, regulada pelo sistema nervoso autônomo. No contexto 

das vias respiratórias, ele é essencial na regulação do diâmetro dos bronquíolos. 

Em doenças como a asma, o músculo liso desempenha um papel crucial, pois 

sua contratilidade exacerbada contribui diretamente para a obstrução das vias 

aéreas (HAFEN; BURNS, 2023). A ativação de broncoconstritores, como a 

acetilcolina, eleva a concentração de cálcio intracelular [Ca²⁺]i, desencadeando 

a contração muscular, e esse processo é intensificado em indivíduos asmáticos 

(KHALFAOUI; PABELICK, 2023). 

A inflamação crônica observada na asma, quando agravada pela 

exposição ao MP, também desempenha um papel importante na remodelação 

das vias aéreas, aumentando a massa muscular devido à hiperplasia e, 

possivelmente, hipertrofia (DESAI; MOUSTARAH, 2024). Esse processo resulta 

em uma maior contratilidade e maior estreitamento das vias aéreas, agravando 

a obstrução e contribuindo para a hiperresponsividade característica da asma. 

Estudos sugerem que o aumento na resposta contrátil do músculo liso e 

a inflamação exacerbada estão associados a uma elevação de [Ca²⁺] i, o 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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expressão de proteínas contráteis, como a alfa-actina do músculo liso 

(KHALFAOUI; PABELICK, 2023). 

Camundongos Balb/c são amplamente utilizados como modelos 

experimentais para investigar doenças respiratórias, pois apresentam respostas 

semelhantes às observadas em asmáticos humanos. Estudos com esse modelo 

murino indicam que anomalias como hiperresponsividade e proliferação 

excessiva das células musculares lisas também podem ser observadas, 

reforçando a validade de sua utilização para investigar a interação entre 

inflamação, remodelação das vias aéreas e contaminação por MP (KHALFAOUI; 

PABELICK, 2023). 

A presente proposta parte da hipótese de que a exposição 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 análises histológicas e fisiológicas da 

remodelação das vias aéreas e das respostas inflamatórias, contribuindo para 

uma compreensão dos mecanismos que agravam a asma em indivíduos 

expostos a poluentes ambientais. 
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2.0 OBJETIVOS 

 Avaliar as alterações teciduais, estruturais e funcionais no pulmão de 

camundongos contaminados com o Material Particulado Atmosférico 

Sedimentado (MPSe), coletado da região de Vitória - ES, utilizando como fator 

de desafio a condição de asma, para avaliar o impacto da contaminação subletal 

em situação de desequilíbrio homeostático. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

- Analisar características físico, químicas e biológicas do Material Particulado 

Sedimentado (MPSe). 

- Analisar as propriedades mecânicas do pulmão dos animais em resposta à 

asma e contaminação, avaliando a complacência e a atividade miogênica. 

- Avaliar características teciduais do parênquima pulmonar em resposta à 

contaminação e asma.  
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3.0 MÉTODOS 

3.1 Material Particulado. 

3.1.1 Coleta. 

A amostra do Material Particulado Atmosférico Sedimentado (MPSe) foi 

coletada no Espírito Santo, na região Sudeste do Brasil. A amostra do material 

foi cedida pelo Departamento de Ciências Fisiológicas (UFSCar) e coletada pela 

Organização não Governamental JUNTOS SOS Ambiental em 2019, na ilha do 

Boi  (20o18′32′′S, 40o16′33′′O), 20 m acima do solo, conforme (SOARES et al., 

2022). A Ilha do Boi tem difícil acesso a partir da porção continental da cidade 

de Vitória e por isso tem menor influência das emissões do tráfego, oriundas da 

cidade. Por outro lado, tem influência direta das emissões do Complexo de 

Tubarão, onde há um grande complexo logístico relacionado ao transporte de 

minério, além de indústrias metalúrgicas (SOARES et al., 2022). 

 

3.1.2 Dynamic Light Scattering (DLS) e Potencial Zeta. 

O MPSe foi caracterizado no meio líquido em relação ao tamanho de 

partícula, potencial de aglomeração e cargas superficiais. A caracterização 

envolveu a preparação da amostra com 40 mg de MPSe, que foi macerada em 

almofariz por 20 minutos, esterilizada em autoclave, macerada novamente após 

o resfriamento, por 20 minutos, misturada à 20 ml de solução fisiológica  (PBS – 

137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4, 1mM CaCl2.H2O, 

0,5mM MgCl2.6H2O) ajustada em pH 7,4, contendo 0,001 mg de Tween 80 

(0,05%) com posterior banho ultrassônico para a dispersão de partículas, por 60 

min, (Ultrasonic Cleaner -Modelo LY20A, 110 volts, LY, China). 

Os tamanhos hidrodinâmicos do MPSe e o potencial zeta foram 

registrados usando um espectrofotômetro de análise de espalhamento de luz 

análise Zetasizer - 2022, Malvern Panalytical Ltd., (Malvern, Reino Unido). Esses 

parâmetros forneceram características da distribuição do tamanho de partículas 

das amostras em suspensão líquida.   

A amostra foi analisada na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA) Gado de leite na cidade de Juiz de Fora (Minas Gerais) no 

Laboratório de Nanotecnologia para Produção e Sanidade Animal.  
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3.1.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) integrada a 

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS). 

As partículas presentes no Material Particulado Sedimentado também 

foram caracterizadas em microscópio eletrônico 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, Japão). Os elementos químicos foram identificados aplicando 

Espectroscopia Eletrônica Dispersiva (EDS). Imagens em diferentes ampliações 

foram tiradas para permitir uma correlação com a caracterização física em 

solução. A análise foi realizada utilizando o software Quantax 70 - Bruker Nano 

GmbH - Quantax, Versão 4.44 Karlsruhe: Bruker Nano GmbH, 2023, 

especializado em Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) integrada à 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV).  

Essa análise foi realizada na Universidade Federal de São João del Rei 

(UFSJ), campus Santo Antônio, no Laboratório de Microscopia 1.01. 

 

3.1.4 A difração de Raio-X (DRX). 

Para identificar e caracterizar a estrutura cristalina de materiais no MPSe, 

com a Difração de Raio-X, foram utilizados inicialmente 10,2237 g da amostra 

que passou pela peneira de 500 µm. Dessa quantidade, 5,52 g foram colocados 

na barquinha e submetidos a um tratamento térmico a 400 °C por 4 horas. Após 

o tratamento, a massa resultante foi de 5,1296 g, indicando a remoção dos 

compostos orgânicos presentes na amostra ( 

Figura 2). 

 
 
Figura 2 - Aspecto visual da amostra do Material Particulado Sedimentado antes e após 
a queima para remoção de compostos orgânicos. 

 
 

Após esse processo, foi retirada uma amostra de 0,5 g para análise por 

Difração de Raios-X (DRX). A identificação dos picos de difração foi realizada 
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utilizando o software Match! - Crystal Impact, Match!, Versão 4.0 Build 299, 

Bonn: Crystal Impact, 2019 - em conjunto com a base de dados da 

Crystallography Open Database (COD). 

Esta análise foi realizada no Departamento de Física na Universidade 

Federal de Alfenas (UNIFAL).  

 

3.1.5 Análise do Material Particulado Sedimentado: Meio de cultura. 

Para avaliar a presença de microrganismos, foi utilizado um meio de 

cultura de microorganismos. Esfregaços foram preparados com 1 grama de 

MPSe em 5 ml de solução salina tamponada com fosfato (PBS em pH 7,4) 

utilizando uma pipeta estéril. O material foi espalhado uniformemente no meio 

de cultura Ágar Sabouraud, utilizando uma alça de inoculação, formando uma 

camada fina e uniforme. O material foi deixado em Estufa Microprocessada para 

Esterilização e Secagem, modelo 1.1 DMTE, marca: Sterilifer (Ind. Brasileira),  

por 5 dias a 32 ºC. (Figura 3) 

 

 

Figura 3 – Esquema da análise microbiológica do MPSe. Duas amostras foram 
testadas: uma contendo MPSe não autoclavado e outra contendo MPSe autoclavado. 
As amostras foram incubadas em estufa a 32°C por 6 dias. 

 

Após o tempo determinado acima, o material foi coletado para análise e 

realizado esfregaço, corado com Giemsa para facilitar a visualização e 

Solução 1 gr MP e 5 ml PBS: pH 7,4

6 5Início( estufa 32ºC)
Dias 

Corado com Giensa

Material autoclavado Material não autoclavado 
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identificação dos microrganismos. Os microrganismos presentes foram 

identificados por meio de exame microscópico.  

Esta análise foi conduzida no Laboratório de Imunologia e Microbiologia 

do Departamento de Ciências Naturais da Universidade Federal de São João 

Del Rei (UFSJ). 

 

3.2 Modelo animal. 

 Neste estudo foram utilizados 56 camundongos Balb/c machos com 56 

dias de vida, obtidos pelo Núcleo de Criação de Animais de Laboratório da UFSJ 

(Nucal-UFSJ). Alojados no Biotério setorial do Laboratório de Cardiofisiologia e 

Biologia Molecular do Departamento de Ciências Naturais- 

LACBM/DCNAT/UFSJ. A Comissão de Ética no Uso de Animais da UFSJ 

(CEUA/UFSJ) revisou e aprovou os protocolos experimentais associados ao 

estudo com numeração intitulada: CEUA/4277220523/UFSJ. Os animais foram 

mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e receberam água e ração ad 

libitum. 

Os animais foram divididos em quatro grupos com 14 animais cada: Controle 

(C), Modelo Asmático (MA), Contaminados com Material Particulado 

Sedimentado (MP) e Modelo Asmático e com  Material Particulado Sedimentado 

(MAMP). 

O protocolo de indução a asma foi executado nos Grupos MA e MAMP e 

consistiu em injeção i.p. de ovoalbumina (OVA + Hidróxido de Alumínio) com 

posterior instilação de OVA, baseado e adaptado por RODRIGUES et al. (2006); 

HENDERSON et al. (1996); CASTAÑEDA et al. (2017) e CAVALCANTE et al. 

(2022). Nos animais do Grupo Controle (C) e Contaminados com Material 

Particulado foram executados os procedimentos de injeção intraperitoneal e 

instilação, usando salina ao invés de OVA e hidróxido de alumínio (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 já é amplamente descrito 

na literatura e comprovadamente eficaz na resposta imunológica, não foram 

realizados testes adicionais para diagnóstico asmático in vivo.  

O modelo de contaminação nasal com MPSe foi realizada por meio de 

inoculação por solução líquida intranasal, adaptados pelos protocolos validados 

(PARK et al., 2021; XU et al., 2019), que permitem precisão na administração da 
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dose e melhor controle dos efeitos. Essa quantidade utilizada por inoculação de 

Material Particulado Sedimentado foi considerada mediana seguindo o protocolo 

usado por Xu et al. (2019), sendo considerado ecologicamente acima do 

recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) que são para 

partículas em suspensão no ar (MP)  até 50 μg/m³ para PM10 em um período de 

24 horas. (World Health Organization (WHO), 2006). 

Foram executadas inoculações nasais, por solução que se refere à 

administração direta líquida com 50 microlitros nos dias 32, 34 e 36. Sendo 

composta por solução tampão 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 Asmático (MA), receberam inoculações nasais com 

solução salina nos dias 32, 34 e 36. Todos os camundongos foram eutanasiados 

no dia 43. Além disso, o intervalo de sete dias entre a última inoculação e a 

eutanásia é respaldado por estudos que mostram que esse período é suficiente 

para permitir a manifestação de respostas inflamatórias e de remodelamento das 

vias aéreas (CASTAÑEDA et al., 2017; GOMEZ et al., 2023; MARÍN-PALMA et 

al., 2024). Um esquema detalhado do desenho experimental encontra-se na 

Figura 4. 

 

3.2.1 Modelo asmático. 

O método para indução da condição asmática consistiu em duas injeções 

intraperitoneais, espaçadas por 15 dias (dia 01 e dia 14). Cada injeção teve 

volume final de 200 microlitros, sendo 24 µl de hidróxido de alumínio, (EMS) em 

concentração a 6%, 100 µl de OVA à concentração de OVA na solução 

preparada foi de 5 microgramas/mililitro. (Sigma-Aldrich), finalizando com 76 µl 

de salina injetados intraperitonealmente. 

Em uma abordagem subsequente, os animais foram submetidos à 

anestesia com isoflurano (Isoforine ® 1mL/mL), seguida pela administração de 

uma solução nasal consistindo de ovoalbumina e solução salina tamponada por 

três dias consecutivos (nos dias 28, 29 e 30), com uma quantidade específica de 

100 μl de ovoalbumina à concentração de OVA na solução preparada de 5 

microgramas/mililitro e 100 microlitros (μl) de PBS, respectivamente, conforme 

descrito por RODRIGUES et al. (2006), conforme descrito na figura 4. 
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 3.2.3 Realização do modelo de contaminação com Material Particulado 

Sedimentado (MPSe). 

O protocolo do modelo de contaminação pelo Material Particulado 

Sedimentado nos animais experimentais foi realizado e adaptado de acordo com 

PARK et al. (2021) iniciado pela preparação do MPSe por meio da maceração 

em almofariz por 20 minutos, esterilização em autoclave por 1 hora usando o 

equipamento Autoclave Vertical(Bio Eng, Ind. Brasileira). Após o resfriamento o 

material foi macerado novamente após por 20 minutos. O preparo da mistura foi 

composto de PBS com pH 7,4 para chegar a uma suspensão final de 100 µg/50 

µl (2g/L), o que corresponde a 5 miligramas (mg) de MPSe/ quilograma 

(kg)/animal, a cada instilação com adição de Tween 80 a 0,05%. Essa 

quantidade de MPSe instilado corresponde a um nível de contaminação mediana  

segundo HUANG et al., 2017b, que também fez contaminações com dose baixa  

35 μg/100 μL e dose alta  250 μg/100 μL . O material foi estocado em freezer e 

descongelado e sonicado por 30 min para dispersar as partículas antes da 

inoculação nasal (Ultrasonic Cleaner (Modelo LY20A, 110 volts, LY, China).  

A inoculação nasal ocorreu nos dias 32, 34 e 36, utilizando isoflurano 

como anestésico e inoculação nasal da suspensão descrita acima, o volume final 

de aplicação foi de 50 μl/animal, sendo os animais eutanasiados no dia 43. Esta 

etapa final do protocolo induz uma resposta imunológica que mimetiza 

características da contaminação por MPSe, proporcionando uma base 

experimental para investigação dos mecanismos patofisiológicos. Ademais, um 

esquema detalhado do desenho experimental encontra-se na Figura 4. 
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Figura 4- Desenho experimental. Para o Grupo Controle (C), Modelo Asmático (MA), 
Grupo Exposto ao Contaminante (MP) e Grupo Modelo Asmático e Exposto ao 
Contaminante (MAMP). 

 

3.2.2 Massa dos órgãos. 

 A extração dos órgãos no momento da eutanásia e pesagem e inserção em 

solução de formaldeído. Para a avaliação da massa dos órgãos foi utilizada a 

razão entre o peso do órgão específico e o peso total do animal, resultando no 

índice somático relativo (ISR). Este método permite a comparação proporcional 

do peso do órgão em relação ao peso corporal do animal, oferecendo uma 

medida padronizada para avaliar possíveis alterações morfológicas devido aos 

tratamentos experimentais. A pesagem foi feita em balança analítica de precisão 

(Gehaka, modelo AG 220S; 2010). A análise estatística utilizada foi Kruskal-

Wallis Test (Nonparametric ANOVA). 

 

3.2.3 Ensaio sobre as propriedades mecânicas do pulmão. 

Oito animais de cada grupo experimental foram eutanasiados e seus 

pulmões esquerdos foram coletados e imersos em um banho de órgãos 

contendo solução fisiológica tamponada (PBS). A escolha dos pulmões 

esquerdos para a análise foi baseada em critérios de padronização e 

consistência metodológica (PARK et al., 2021b). A utilização de um único pulmão 

em todos os grupos experimentais minimiza variações intra-individuais, já que os 

Animais Balb/C foram usados para o experimento com 56 dias de vida.

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

141 28 30 29 34 32 4336 (Dias)

Sensibilização OVA/salina 

+ Al(OH)3/salina i.p.

Inoculação 

OVA/salina

Inoculação solução 

MP/salina

Eutanásia
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pulmões direito e esquerdo possuem diferenças anatômicas e funcionais. O 

pulmão direito, por exemplo, é maior e apresenta mais lobos do que o esquerdo, 

o que pode introduzir variabilidade nos resultados. Ao utilizar sempre o pulmão 

esquerdo, proporciona a amostra mais homogênea, facilitando a comparação 

dos dados entre os grupos experimentais e reduzindo a influência de fatores 

estruturais que poderiam distorcer a análise das propriedades mecânicas e 

outras medidas funcionais. Assim, para dar continuidade ao protocolo de 

avaliação o pulmão esquerdo foi posicionado no fixador de pressão, sendo 

inserido de forma a garantir que tanto a região apical quanto a basal estivessem 

devidamente fixadas. A distância entre o fixador e o pulmão foi mantida 

constante a 1 mm para assegurar a padronização na aplicação da força. O 

pulmão foi então acoplado a um transdutor de força para análise da tensão 

(PowerLab - AdInstruments) (Figura 5). 

Para a realização dos estiramentos, foi utilizado um micromanipulador que 

aplicou estiramentos de 1 milímetro (mm) no pulmão. A tensão gerada foi 

registrada pelo software LabChart (AdInstruments). O valor zero na análise 

representa o ponto de referência inicial antes do início do estiramento, e os 

valores subsequentes indicam o progresso do estiramento (Figura 6). O ponto 

zero foi definido como a posição do pulmão antes de qualquer estiramento ser 

aplicado, servindo como base para todas as medições subsequentes. 
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Figura 5 A: Representação esquemática dos procedimentos adotados para análise das 
propriedades mecânicas pulmonares. Os pulmões esquerdos dos camundongos foram 
removidos, acoplados a fixadores em suas extremidades e imersos em solução de PBS 
(Solução Salina Tampão Fosfato). Posteriormente, os pulmões foram submetidos a um 
protocolo de estiramento mecânico controlado, interligado ao programa LabChart, com 
o objetivo de avaliar as propriedades mecânicas, incluindo a resposta miogênica e a 
complacência pulmonar. B: Configuração real do equipamento utilizado para a análise, 
mostrando o transdutor de força acoplado ao sistema LabChart e ao tecido pulmonar 
em estudo. C: Detalhe do transdutor de força, com o tecido sendo submetido a 
estiramentos sucessivos, representando o momento do experimento em que as 
propriedades mecânicas estão sendo avaliadas. 

 

Todos os pulmões foram estirados da mesma forma, seguindo o mesmo 

protocolo de fixação e estiramento para garantir a consistência dos dados. A 

coleta e análise dos dados foram realizadas utilizando o software LabChart8 

(ADInstruments). Para a análise estatística, foram utilizados o software 

Análise das propriedades mecânicas

Pulmão
esquerdo

J
‘’

‘’

A 
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GraphPad InStat (versão 3, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e o 

Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA)..  

A análise de complacência pulmonar foi realizada com base na divisão da 

variação do deslocamento pulmonar (ᐃD, medido em milímetros) pela variação 

da tensão pulmonar (ᐃT, medido em gramas). A equação resultante, ᐃD/ᐃT, 

conforme descrito por Silbernagl (2009), foi utilizada para determinar a 

complacência pulmonar. Esse método é amplamente utilizado para avaliar as 

características elásticas do tecido pulmonar durante a inspiração e expiração, 

proporcionando uma métrica da capacidade de adaptação do pulmão ao volume 

de ar. 

Para avaliação da resistência tecidual mecânica, utilizou-se o software 

LabChart, onde a resistência é representada pela manutenção dos valores 

obtidos no sistema de registro, evidenciado por uma linha pontilhada azul na 

Figura 6. A resistência tecidual está associada à elasticidade do tecido 

pulmonar, refletindo a capacidade dos pulmões de retornarem à sua forma 

original após serem distendidos. 

A resposta contrátil da musculatura lisa pulmonar foi registrada pelo valor 

de pico no gráfico do LabChart, representado pela linha vermelha pontilhada na 

Figura 6. Esse pico reflete a contração rápida da musculatura lisa das vias 

aéreas em resposta a um estímulo, seja mecânico ou químico, como a presença 

de contaminantes particulados (MPSe). Esse comportamento contrátil é típico de 

uma resposta fisiológica aguda da musculatura lisa, com o objetivo de limitar a 

exposição a agentes nocivos. Após o pico inicial de contração, observa-se uma 

estabilização dos valores à medida que a musculatura lisa se adapta ao estímulo 

e a contração diminui, possivelmente devido a fatores como fadiga muscular ou 

adaptação celular ao estresse aplicado. 

A fase de pico é explicada pela ação rápida da musculatura lisa, que 

responde de forma reflexiva a estímulos, como o aumento da pressão nas vias 

aéreas ou a exposição a partículas irritantes, resultando em um aumento 

momentâneo de tensão no tecido pulmonar. Após esse pico inicial, ocorre uma 
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fase de estabilização, onde o tecido retorna a um estado mais equilibrado, 

indicando uma adaptação aos estímulos externos (Silbernagl, 2009). 

Os valores considerados para análise da complacência pulmonar foram 

aqueles abaixo do ponto de ruptura, com o objetivo de evitar interpretações 

errôneas 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 fisiológico e, portanto, 

desconsiderado na análise. Dessa forma, os valores utilizados para cálculo de 

complacência foram limitados a estiramentos abaixo desse limiar, variando 

conforme o tamanho e a condição dos pulmões nos diferentes grupos 

experimentais. 

 

Figura 6: Esquema do registro da resposta contrátil da musculatura lisa (em vermelho) 
e da resistência 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 não foram considerados para a análise de 
complacência. 

 

Além disso, a avaliação da massa dos pulmões analisados é importante, uma 

vez que a complacência pode estar relacionada à quantidade de tecido testado, 

onde uma massa maior pode indicar maior geração de tensão e força exercida. 

Portanto, as massas dos pulmões esquerdos de cada camundongo foram 

medidas e utilizadas nas análises em relação ao valor da complacência 

adquirida. Essa relação é representada pela seguinte fórmula: Valor Adquirido 

da Complacência / Massa do Pulmão. 

Análises de regressão linear foram realizadas para avaliar a tendência de 

elevação de tensão conforme o estiramento. Para validação da análise são 

apresentados os valores do R². A regressão linear representa a equação geral 

da reta y= ax + b, na qual y é a variável dependente e x é a variável 
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independente. Isso significa que para cada unidade de variação em x, a variável 

dependente y também varia em proporção ao fator a. O b representa o intercepto 

da linha de regressão, 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 o y (tensão no tecido) aumenta mais ou menos em relação ao estiramento 

(x). 

O coeficiente de determinação (R²) também conhecido como "R ao quadrado" 

fornece uma medida de quão bem os pontos de dados se ajustam à linha de 

regressão no gráfico. Se o valor de R² for próximo de 1, isso sugere que uma 

grande proporção da variabilidade da variável dependente é explicada pelas 

variáveis independentes no modelo. Por outro sentido, se o valor de R² for 

próximo de 0, isso sugere que o modelo não explica bem a variabilidade dos 

dados. Isso sugere um bom ajuste do modelo aos dados observados. Quanto 

mais próximo R² estiver de 1, melhor o modelo explica a variação na variável 

dependente (LAILA, 2017). 

 

3.2.4 Análise histológica. 

O pulmão foi removido da cavidade torácica por meio de dissecação da linha 

média e inflado com 1 mililitro (mL) de solução de paraformaldeído a 9% para 

fixação. O pulmão foi incorporado em parafina e cortado em 3 fatias: proximal, 

medial e caudal, com espessuras semelhantes. A altura das fatias foi mensurada 

por paquímetro analógico conforme descrito nas Figuras 7A e 7B e registrada 

em planilha de dados para posterior análise volumétrica. 
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Figura 5: Análise do volume pulmonar. A- Cortes dos pulmões em três seções em 
proximal, medial e caudal. B- Avaliação da altura do pulmão. 

 

Posteriormente, os tecidos pulmonares foram divididos novamente em 

seções: proximal subdividido em P1 e C1, medial subdividido em P2 e C2, e 

caudal subdividido em P3 e C3, sendo medida a altura dos pulmões em cada 

seção. Em seguida, foram feitos cortes de 5 micrômetros para as lâminas e 

coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrômico de Masson (TM). O modelo 

das divisões para avaliação de morfometria pulmonar está ilustrado na Figura 8. 

 

 
Figura 6- Esquema da divisão dos pulmões. Secções:  Proximal subdivido em (P1 e 
C1), Medial subdivido em (P2 e C2) e Caudal subdividido em (P3 e C3) e mensurado 
altura dos pulmões de cada seção. Após a divisão foram realizados cortes de 5 
micrômetros para confecção das lâminas a serem coradas em HE e Tricrômico de 
Masson. 

  

  Para as imagens histológicas foi usado o microscópio Olympus CX23 – 

2E49960, T8 (Tokyo, Japão). Para a captura de imagem foi utilizado a câmera 

EVIDENT Tecnology Center Europe GmbH 2023-01 (China). Para análise de 

imagem foi utilizado o Software EPview. Para a definição e medição de espaço 

de referência, as lâminas com hematoxilina e eosina seguindo os princípios da 

amostragem aleatória uniforme sistemática (SURS). Foi usado no total 6 fatias, 

uma de cada indivíduo de cada grupo (pulmão esquerdo) da região medial 

caudal (EC2) (Figura 8).  
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Ademais, a seleção dos campos de visão em HE e TM foi usada o 

programa Image J em grid das 6 fatias citadas.  Para análise em HE foi realizado 

a seleção seguindo o critério de amostragem aleatória (SURS), de acordo com 

OCHS; SCHIPKE (2021). Para tanto, com o uso de números múltiplos de 3 foram 

feitos sorteios de quadrantes do corte do tecido, a Figura 9A descreve a seleção. 

No total foram contabilizadas 6 lâminas, com 10 campos com aumento de 40 

vezes, delimitado a área desse tecido analisado.  

Além disso, em cada lâmina com os campos já estabelecidos e aumento 

de 400 vezes foi novamente usado o programa Image J com a delimitação de 

grid. O critério de seleção de quadrante para análise dos alvéolos foi a escolha 

do alvéolo que se localizava na lateral esquerda do quadrante, conforme descrito 

na Figura 9B na delimitação em azul escuro (forma de L).  

Para análise do espaço alveolar, o alvéolo selecionado foi delimitado e 

analisado em micrômetros quadrados pelo software ImageJ, destacado em azul 

na Figura 9B.  

Já a análise dos septos alveolares ou parede alveolar foi usado o mesmo 

alvéolo que foi analisado o espaço alveolar, na região lateral direita inferior de 

cada alvéolo, conforme descrito em amarelo na Figura 9B. Assim, para a 

seleção de estruturas a serem analisadas foi usado o método SURS, uma 

combinação com amostragem fracionadora de seleção, além disso, as 

contagens de cada tipo de coloração (HE e TM) totalizou mais de 120 medidas 

de uma dada estrutura conforme descrito por OCHS; SCHIPKE (2021). 
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Figura 7 - Representação da avaliação da morfometria e avaliação quantitativa do 
tecido pulmonar. A- Análise em aumento de 40x seleção em grid e delimitação da área 
do corte pulmonar. B Aumento pulmonar em 400x apresentando o procedimento de 
seleção do alvéolo a ser avaliado a área de espaço alveolar e septo alveolar.   

 

A coloração de Tricrômico de Masson usada para investigar alterações na 

matriz extracelular, como fibras colágenas (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 avaliação morfométrica quantitativa. Para análise estatística, foi utilizado o 

software GraphPad InStat (versão 3, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 

Secções de cada um dos lobos pulmonares esquerdos foram analisados 

qualitativamente, seguindo descrição de CASTAÑEDA et al. (2017). 

 

4.0 RESULTADOS: 

4.1. Análise do Material Particulado. 

4.1.1 Dynamic Light Scattering (DLS) e Potencial Zeta. 

Após a dispersão do MPSe em solução PBS a caracterização das 

partículas obtidas pelas análises revelou que o diâmetro hidrodinâmico médio 

das partículas 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 Índice de Polidispersão 

foi de 0,625 ± 0,13 (Tabela 2).  Indicando, assim, a instabilidade da suspensão, 

com partículas que tendem a se agregar.  
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Tabela 2: Valores obtidos pelas análises do DLS (Dynamic Light Scattering): potencial 
Zeta (Reported Zeta Potential - mV), diâmetro hidrodinâmico médio (Z-Ave - d.nm) e 
Índice de Polidispersão. 
 

Registros 
Temperatura 

(oC) 

Nome 
da 

Amostra 

Potencial 
Zeta (mV) 

Diâmetro 
Hidrodinâmico 
Médio(d.nm) 

Índice de 
Polidispersão 

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 
Padrão 

  0,815916662 359,85 0,135 

 

4.1.2 Microscopia Eletrônica 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 aglomeração do MPSe, formando 

estruturas amorfas de diferentes dimensões. Os resultados indicaram a 

presença de metais na imagem obtida com a aplicação do EDS (Figura 11B) em 

percentual da área da imagem como Oxigênio (39,56%) ferro (7,27%), Silício 

(2,86%) Cálcio (1,85%), Alumínio (1,84%) e Magnésio (1,34%). O elemento ferro 

em amarelo foi destacado (Figura 11A), assim, corroborando posteriormente 

com a difração de raios-x, que indicou a presença de ferro e oxigênio na forma 

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

 

 
Figura 9: Análise por Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) de Material 
Particulado (MPSe) com microanálise mostrando a composição da área da amostra por 
captura. A- Presença de Ferro em destaque na cor amarela. B- Microanálise com 
espalhamento de dispersão de elétrons (EDS) mostrando a mostrando a composição 
principal de PM em percentual. 

 

A B

A 
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4.1.3 Difrações de raios-X. 

Difração de Raio-X indicou a presença predominante de hematita (Fe2O3) 

e magnetita (Fe3O4) (Figura 12). Além disso, outras técnicas analíticas também 

empregadas na caracterização de material particulado, incluindo microscopia 

eletrônica de varredura (MEV), microscopia óptica, análise química por 

espectroscopia de energia dispersiva (EDS), forneceram uma compreensão 

abrangente da composição, estrutura e propriedades do material particulado. 

 

Figura 10: Análise do pico de difração: A fase de Fe2O3 (Hematita) representado em 
vermelho e a fase de Fe3O4 (Magnetita) pela coloração verde. 

. 

4.1.4 Avaliação do meio de cultura. 

Existe a riqueza e diversidade de bactérias transportadas pelo ar, como 

descrita a composição da comunidade bacteriana por (YAN et al., 2018) e é 

revelado a mudança na composição da comunidade bacteriana com o tamanho 

das frações de MPSe. Entretanto, no modelo utilizado, o material autoclavado 

não apresentou crescimento de microrganismos, indicando que o material está 

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 presença de endósporos de fungos e bactérias. Nesse 

sentido, após a análise microscópica encontrou-se hifas, que são estruturas 

filamentosas, e sua organização pode variar entre diferentes grupos de fungos. 

Já o clamidósporo são células de resistência produzidas por alguns fungos. Elas 

podem resistir a condições ambientais desfavoráveis e desempenham um papel 

importante na sobrevivência do fungo. A formação de clamidósporos é uma 

estratégia adaptativa para enfrentar condições adversas. Desse modo, os fungos 

que apresentaram ao serem analisados são considerados hifas ramificadas e 

septadas que têm uma organização mais complexa e eficiente para o transporte 

de nutrientes e informação genética. Estas características são 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 são decompositoras, 

contribuindo para a decomposição da matéria orgânica no solo. Diante disso, foi 

encontrado essas bactérias na amostra, é possível observar esses filamentos 

destacados na Figura 15. 

 

Figura 13 :Bactérias filamentosas gram positiva. 

 

Bastonetes Gram-positivos formadores de endósporos se referem a um 

grupo de bactérias com características específicas, à forma de bastonete, à 

capacidade de formar esporos e à coloração positiva durante o processo de 

coloração de Gram (Figura 16). 
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Figura 14 Bastonetes gram positivo formadores de endósporos. 

 

4.2 Resultados do modelo animal. 

4. 2.1Massa dos órgãos coletados. 

A massa somática do fígado apresentou diferença estatisticamente 

significativa entre o grupo controle (C) e o grupo asmático (MA) (P<0,01); entre 

o grupo controle (C) e o grupo contaminado com material particulado (MP) 

(P<0,001); e entre o grupo controle (C) e o grupo asmático contaminado com 

material particulado (MAMP) (P<0,001). Elevações significativas da massa 

hepática 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 somática do fígado dos animais. O grupo controle (C) apresentou 
redução de peso em comparação aos grupos asmático (MA), contaminado com material 
particulado (MP) e asmático contaminado com material particulado (MAMP). As barras 
representam a média ± erro padrão da média (EPM). A letra "A" indica diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p < 0,05), conforme 
determinado pelo teste t student.  

 

A massa pulmonar do grupo MAMP apresentou uma diminuição (37%) em 

relação ao controle, mas não estatisticamente significativo (p>0,05), 

possivelmente devido a lesões teciduais causadas pelo material particulado. Em 

contraste, o modelo asmático mostrou um aumento de massa (20,9% relativo ao 

grupo controle, mas não significativo (p>0,05)) possivelmente relacionado à 

atividade inflamatória (edema, possível hipertrofia muscular), embora esse 

aumento não tenha sido significativo em comparação ao grupo controle (C) em 

decorrência de variações das amostras, observou-se uma diferença significativa, 

com o grupo asmático (MA) apresentando peso aumentado em comparação com 

grupo asmático 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 
diferença significativa entre o grupo asmático (MA) e o grupo asmático contaminado 
com material particulado (MAMP). As barras representam a média ± erro padrão da 
média (EPM). A letra "B" indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 
grupo asmático (MA) (p < 0,05), conforme determinado pelo teste t student. 

 

4.2.2 Ensaio sobre as propriedades mecânicas do pulmão. 

4.2.2.1 Complacência pulmonar. 

Os grupos mostraram um aumento progressivo nas tensões conforme os 

estiramentos aumentam os valores de comprimento em milímetros. No entanto, 

as tensões médias em cada estiramento foram significativamente mais altas na 

seguinte ordem: C < MA < PM < MAPM. No estiramento máximo suportado por 

todos os grupos (7mm), as tensões foram respectivamente de 10,35±7,26; 

17,47±9,73; 35,24±19,89; 63,62±37,10 gf. g-1 (gramas força de tensão por 

gramas de tecido). O coeficiente angular das linhas de tendência 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 R2 de 0,85; 
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0,88; 0,92; 0,93. Os dados indicam que a complacência tecidual diminui 

progressivamente com a exposição ao Material Particulado. 

 
Figura 17: Relação entre estiramento e tensão para o grupo controle (C). As tensões 
médias aumentam progressivamente com o estiramento, alcançando 10,35 ± 7,26 gf.g⁻¹ 
no estiramento máximo de 7 mm. O coeficiente angular da linha de tendência é 1,2, com 
um R² de 0,85. Os símbolos preenchidos indicam diferença estatisticamente significativa 
em comparação ao estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de Student. 

 

 
Figura 18: Relação entre estiramento e tensão para o grupo asmático (MA). As tensões 
médias aumentam com o estiramento, atingindo 17,47 ± 9,73 gf.g⁻¹ no estiramento 
máximo de 7 mm. O coeficiente angular da linha de tendência é 2,53, com um R² de 
0,88. Os símbolos preenchidos indicam diferença estatisticamente significativa em 
comparação com o estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de Student. 
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Figura 19: Relação entre estiramento e tensão para o grupo contaminado com material 
particulado (MP). As tensões médias são significativamente mais altas, com um valor 
final de 35,24 ± 19,89 gf.g⁻¹ no estiramento máximo de 7 mm. O coeficiente angular da 
linha de tendência é 6,40, com um R² de 0,92. Os símbolos preenchidos indicam 
diferença estatisticamente significativa em comparação ao estiramento de 1 mm (p < 
0,05), conforme o teste t de Student. 

 

 
Figura 20: Relação entre estiramento e tensão para o grupo Asmático e Contaminado 
com Material Particulado (MAMP). Observa-se o maior aumento de tensão, com uma 
tensão final de 63,62±37,10 gf.g⁻¹ no estiramento máximo de 7 mm. O coeficiente 
angular da linha de tendência é 6,71, com um R² de 0,93. Os símbolos preenchidos 
indicam diferença estatisticamente significativa em comparação ao estiramento de 1 mm 
(p < 0,05), conforme o teste t de Student. Simbolos abertos indicam que não há diferença 
significativa (p > 0,05) em comparação ao estiramento.  
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Além disso, foi realizado a comparação das tensões normalizadas entre 

os grupos de animais (Figura 24), no qual foi possível verificar a tensão média 

no estiramento máximo suportado por todos os grupos (7mm) C= 10,38; MA= 

17,47; MP= 35,23 e MAMP= 63,61gf.g-1. Mostrando que há o aumento de tensão 

entre os Grupos MA, MP e MAMP, revelando diferença 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 tensão sendo considerado, 

assim, aumento significativo de força exercida ao estiramento. Assim, tensão 

apresentado por esses pulmões representa a diminuição de complacencia.  

 

Figura 21: Comparação das tensões normalizadas entre os grupos experimentais. O 
estiramento máximo suportado por todos os grupos foi de 7 mm, com os seguintes 
valores de tensão: Controle (C) = 10,38 gf.g⁻¹, Asmático (MA) = 17,47 gf.g⁻¹, 
Contaminado com material particulado (MP) = 35,23 gf.g⁻¹, e Asmático contaminado 

com material particulado (MAMP) = 63,61 gf.g⁻¹. O teste de comparações múltiplas de 
Tukey-Kramer revelou diferenças significativas entre o grupo controle (C) e todos os 
outros grupos (MA, MP, MAMP) (p < 0,05). Os símbolos A, B e C indicam diferenças 
significativas (p < 0,05) em relação aos grupos MA, MP e MAMP, respectivamente, 
demonstrando um aumento significativo na tensão e uma consequente redução da 
complacência pulmonar. 

 

4.2.2.2 Resposta miogênica pulmonar: 

A análise da reação miogênica ao estiramento pulmonar revelou 

diferenças significativas entre os grupos experimentais. No ponto de estiramento 
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entre os grupos. O grupo Controle (C) apresentou uma tensão média de 

contração de 14,38±10,805 gf.g-1 (Figura 25), enquanto o grupo Asmático (MA) 

exibiu uma elevação para 25,47±13,47 gf.g−1 (Figura 26). O grupo Contaminado 

com Material Particulado (MP) mostrou uma tensão média de contração de 

29,61±22,77 gf.g−1 (Figura 27), e o grupo Asmático e Contaminado com Material 

Particulado (MAMP) teve a maior tensão média de contração, de 70,59±56,89 

gf.g−1 (Figura 28). Esses resultados indicam que a combinação de asma com 

contaminação por material particulado provoca um aumento significativo na 

resposta miogênica do pulmão. 

A análise do coeficiente angular das linhas de tendência confirma esses 

achados, com os seguintes valores para cada grupo: Controle (C) – 2,7, 

Asmático (MA) – 3,5, contaminado com Material Particulado (MP) – 5,6, e 

Asmático e Contaminado com Material Particulado (MAMP) – 13,81.  

Além disso, símbolos preenchidos nos gráficos indicam diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) entre os pontos iniciais e as medições 

subsequentes. Essa análise, realizada com o teste T pareado usando o software 

Graphpad Instat, revela diferenças significativas entre os grupos, especialmente 

em comparação com o grupo Controle. Essas diferenças confirmam a 

intensificação da resposta miogênica em condições mais severas de asma e 

contaminação. 
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Figura 22: Tensão média no estiramento máximo (7 mm) para o grupo controle (C), com 
uma tensão média de 14,38 ± 10,805 gf.g⁻¹ e um coeficiente angular da linha de 
tendência de 2,7. Os símbolos preenchidos indicam diferença estatisticamente 
significativa em comparação ao estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de 
Student. 

 

 

Figura 23: Tensão média no estiramento máximo (7 mm) para o grupo asmático (MA), 
com uma tensão média de 25,47 ± 13,47 gf.g⁻¹ e um coeficiente angular da linha de 
tendência de 3,5. Os símbolos preenchidos indicam diferença estatisticamente 
significativa em comparação ao estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de 
Student. 
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Figura 24: Tensão média no estiramento máximo (7 mm) para o grupo Contaminado 
com Material Particulado (MP), apresentando uma tensão média de 29,61±22,77 gf.g−1 
e um coeficiente angular da linha de tendência de 5,6. Os símbolos preenchidos indicam 
diferença estatisticamente significativa em comparação ao estiramento de 1 mm (p < 
0,05), conforme o teste t de Student. 

 

 

Figura 25: Tensão média no estiramento máximo (7 mm) para o grupo Asmático e 
Contaminado com Material Particulado (MAMP), com a maior tensão média de 
70,59±56,89 gf.g−1 e um coeficiente angular da linha de tendência de 13,81. Os símbolos 
preenchidos indicam diferença estatisticamente significativa em comparação ao 
estiramento de 1 mm (p < 0,05), conforme o teste t de Student. 
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A análise da reação miogênica ao estiramento pulmonar revelou 

diferenças significativas entre os grupos experimentais (Figura 29). 

No estiramento inicial de 1 mm, observou-se que o grupo MAMP teve 

tensões médias significativamente mais elevadas em comparação com os 

grupos Controle (C) e Asmático (MA). Esta tendência de aumento nas tensões 

médias foi consistente em todos os pontos de estiramento subsequentes (2, 3, 

4, 5, 6, 7 e 8 mm) em relação ao controle (C), evidenciando uma resposta 

miogênica mais intensa no grupo MAMP. 

 

 

Figura 26: Comparação da reação miogênica ao estiramento pulmonar nos grupos 
controle (C), asmático (MA), contaminado com material particulado (MP) e asmático 
contaminado com material particulado (MAMP). Os símbolos "A" e "B" indicam 
diferenças significativas (p < 0,05) em relação aos grupos controle (C) e asmático (MA), 
respectivamente. O teste de comparações múltiplas de Tukey-Kramer evidenciou uma 
resposta miogênica mais intensa no grupo MAMP. 

 

4.2.3 Análise histológica. 

4.2.3.1 Coloração HE (Hematoxilina e Eosina). 

A análise histopatológica das amostras pulmonares revelou 
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particularidades notáveis nas condições de asma (MA), contaminado com 

Material Particulado (MP) e Asmático, juntamente com MP (MAMP). 

No grupo com asma, no aumento de 400x (Figura 30-2B) observou-se 

espessamento significativo da mucosa dos bronquíolos terminais, acompanhada 

por uma luz bronquial estreitada. O músculo liso, assim como a submucosa e a 

adventícia, apresentaram-se espessos. Os bronquíolos respiratórios exibiram 

mucosa espessa, com células pneumócitos tipo I e II indiferenciáveis. As paredes 

dos bronquíolos respiratórios estavam abertas para os ductos alveolares, que 

possuíam nós musculares aumentados. Os sacos alveolares mostraram luz 

interrompida por infiltrado. Além disso, os pneumócitos apresentaram formato 

aumentado, variando de círculos maiores a cúbicos, ao invés de pavimentosos. 

(Figura 30- 2A e 2B)  

Nos pulmões expostos a MP, aumento de 400x (Figura 30-3B) os 

bronquíolos terminais também apresentaram mucosa espessa, com possível 

displasia, e presença de luz bronquiolar. O músculo liso, a submucosa e a 

adventícia estavam espessos. Os bronquíolos respiratórios mostraram paredes 

ramificadas para os ductos, com nós musculares aumentados. Em certas áreas, 

a luz alveolar estava presente, enquanto em outras foi interrompida por possíveis 

infiltrados inflamatórios. Nos cortes histológicos, foram observadas colorações 

marrons e pretas, sendo que as pretas possivelmente representam o material 

particulado, enquanto as marrons podem ser partículas menores de MP, embora 

isso ainda não esteja confirmado. (Figura 30- 3A e 3B). 

Os pulmões de animais com MAMP aumento de 400x (Figura 30 - 4B) 

apresentaram bronquíolos terminais aumentados e mucosa espessa, indicando 

possível displasia. A luz bronquiolar estava presente, e o músculo liso, 

submucosa e adventícia mostraram-se espessos. Os bronquíolos respiratórios 

mantiveram paredes ramificadas para os ductos alveolares, com nós musculares 

alveolares aumentados. Observou-se presença de alvéolos com a luz 

interrompida devido a possível infiltrado inflamatório. Algumas regiões 

apresentaram ausência total da luz alveolar. Foi notada a possível presença de 

MP em cortes histológicos, identificada pela coloração escura a marrom e em 

destaque no círculo vermelho embora ainda não esteja confirmado. (Figura 30- 

4A e 4B) 
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Comparativamente, os pulmões com asma em aumento de 400x (Figura 

30-2B) apresentaram maior espessamento dos bronquíolos terminais em 

relação aos pulmões expostos a MP. Entretanto, no MP, esse espessamento foi 

mais evidente nos septos alveolares. Adicionalmente, a presença de cores 

marrons e pretas nos cortes histológicos sugere a presença de material 

particulado, sendo que as partículas pretas podem ser atribuídas ao material 

particulado, enquanto as marrons possivelmente correspondem a partículas 

menores de MP, embora essa hipótese necessite de confirmação adicional. 

(Figura 30- 1A e 1B). 

No grupo controle, as amostras pulmonares apresentaram arquitetura 

normal. Os bronquíolos terminais e respiratórios mantiveram mucosa fina e bem 

definida, sem sinais de espessamento. O músculo liso, a submucosa e a 

adventícia não apresentaram espessamento significativo. Os ductos alveolares 

e sacos alveolares mostraram-se livres de possíveis infiltrados inflamatórios, 

com luz alveolar presente e contínua. Não foram observadas colorações 

anômalas nos cortes histológicos, indicando ausência de material particulado ou 

outras anomalias estruturais. Esta condição normal observada no grupo controle 

serve como referência para destacar as alterações nos grupos experimentais.  
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Figura 27: 1A e 1B (40x e 400x): Imagens histológicas do grupo controle com 
arquitetura pulmonar normal, sem espessamento.2A e 2B (40x e 400x): Grupo com 
asma mostra espessamento da mucosa dos bronquíolos terminais e possível presença 
de infiltrado inflamatório.3A e 3B (40x e 400x): Pulmões expostos a MP apresentam 
mucosa espessa, displasia e colorações indicando material particulado e possível 
presença de MP no círculo vermelho 4A e 4B (40x e 400x): Grupo MAMP mostra 
bronquíolos terminais aumentados, possível presença de infiltrado inflamatório e 
possibilidade de material particulado no círculo vermelho material particulado. 

 

Estas observações destacam a variabilidade das alterações 

histopatológicas induzidas por diferentes condições experimentais e contribuem 

para uma melhor compreensão dos mecanismos subjacentes às respostas 

pulmonares em cada contexto.  

 

4.2.3.1.1 Análise dos Alvéolos. 

Os resultados demonstram que a exposição a material particulado em 

combinação com a condição asmática resulta em redução significativa da área 

dos alvéolos (Figura 31). A exposição a material particulado pode levar à 

remodelação dos tecidos pulmonares, incluindo os alvéolos. Esta remodelação 

pode resultar em alterações estruturais, como a hipertrofia das células epiteliais 

dos alvéolos e a formação de novos alvéolos ou a dilatação dos existentes. Em 

combinação com a asma, a remodelação alveolar é mais pronunciada devido à 

resposta inflamatória aumentada. Os resultados estatísticos indicam uma 

diferença significativa na área dos alvéolos do pulmão esquerdo medial, 

especialmente no grupo Asmático e Contaminado com Material Particulado 

(MAMP). Esse grupo apresentou uma diminuição significativa na área alveolar 

quando comparado aos grupos Controle (C), Asmático (MA) e Contaminado com 

Material Particulado (MP). 

Os símbolos A, B e C no gráfico ilustram essas diferenças estatísticas, 

demonstrando as variações na área alveolar entre os grupos. O grupo Controle 

(C), MA e MP apresentou uma área alveolar maior em comparação com o grupo 

MAMP mostrou uma redução ainda mais acentuada. 
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Figura 28: Área dos Alvéolos do Pulmão Esquerdo Medial em Diferentes Grupos 

Experimentais. O gráfico mostra o aumento significativo da área dos alvéolos em 

animais expostos a material particulado e com asma (MAMP) comparado aos grupos 

Controle (C), Asmático (MA) e Contaminado com Material Particulado (MP). Observou-

se uma diferença estatisticamente significativa na área alveolar entre o grupo MAMP e 

os grupos C, MA e MP, com o grupo MAMP apresentando uma diminuição mais 

acentuada. Os símbolos A, B e C indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação 

aos grupos mencionados. As análises foram realizadas utilizando a Análise estatística 

unpaired t test com o software Graphpad Instat. 

 

4.2.3.1.2 Análise da Espessura dos Septos Alveolares. 

A análise dos septos alveolares revelou um aumento significativo na 

espessura dos septos nos grupos Asmático (MA), Contaminado com Material 

Particulado (MP) e Asmático e Contaminado com Material Particulado (MAMP). 
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Figura 29: Espessura dos Septos Alveolares nos Diferentes Grupos Experimentais. O 
gráfico mostra a espessura dos septos alveolares nos grupos Controle (C), Asmático 
(MA), Contaminado com Material Particulado (MP) e Asmático e Contaminado com 
Material Particulado (MAMP). Foi observado um aumento significativo na espessura dos 
septos nos grupos MA, MP e MAMP em comparação com o grupo Controle (C). Os 
símbolos A, B e C indicam diferenças significativas (p<0,05) em relação aos grupos 
mencionados. Análise estatística unpaired t test com o software Graphpad Instat 

 

 

4.2.3.1.3 Tricrômico de Masson. 

Nos resultados da análise histológica utilizando a coloração Tricrômico de 

Masson, foram observadas diferentes quantidades de coloração, refletindo a 

deposição de colágeno nos pulmões dos diferentes grupos experimentais. A 

maior quantidade de coloração foi encontrada no grupo MAMP com aumento 

estatisticamente significativo em comparação ao grupo controle (C), ao grupo do 

modelo asmático (MA) e ao grupo contaminado com material particulado (MP). 

(Figura 33).  
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Figura 30 1A e 1B (40x e 400x): Imagens histológicas do grupo controle com arquitetura 
colágena normal, sem espessamento ou inflamação significativa na cor azul. 2A e 2B 
(40x e 400x): Grupo com asma mostra espessamento da faixa colágena na cor azul.3A 
e 3B (40x e 400x): Pulmões expostos a MP apresentam mucosa espessa, e deposição 
de colágeno na cor azul 4A e 4B (40x e 400x): Grupo MAMP mostra ainda mais essa 
deposição de colágeno em azul. 

 

Embora o grupo MAMP tenha mostrado a maior deposição de colágeno, 

o grupo MP também apresentou um aumento significativo na coloração de 

colágeno em comparação tanto com o grupo controle quanto com o grupo 

asmático (MA). Esses resultados indicam uma possível resposta fibrótica nos 

pulmões expostos a material particulado, especialmente quando combinado com 

asma, em comparação com as outras condições experimentais (Figura 34) 

 

Figura 31: Área de coloração azulada, referente à deposição de colágeno nos pulmões 
dos diferentes grupos experimentais, medida pela coloração Tricrômica de Masson 
(valores médios ± desvio padrão). A análise foi conduzida no software ImageJ utilizando 
o plugin “Color Deconvolution”. Os símbolos "A", "B" e "C" indicam diferenças 
significativas (p < 0,05) entre os grupos mencionados. A análise estatística foi realizada 
com o teste t não pareado usando o software GraphPad Instat. 

 

5.0 DISCUSSÃO 

5.1 Material Particulado (MP). 

Considerando a composição do material particulado analisado, a hematita 

e a magnetita são fases minerais contendo Fe. Esses minerais são 
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característicos da atividade de mineração de ferro no Brasil, sendo os principais 

materiais utilizados nas indústrias localizadas na cidade de Vitória, Espírito 

Santo. O estudo de WU et al. (2024) destaca o papel crucial da hematita na 

produção de pelotas de ferro, um material fundamental para a indústria 

siderúrgica. A hematita é processada em pelotas que são essenciais para altos-

fornos e outros métodos de produção de aço devido à sua eficiência e menor 

impacto ambiental. Essas pelotas também permitem a adição de vários metais, 

como cromo (Cr), cobre (Cu) e titânio (Ti), para produzir diferentes ligas de aço 

conforme as demandas do mercado. 

O estudo de SOUZA et al. (2021) examina o papel do Material Particulado 

Sedimentado (MPSe) da área industrial do mesmo Estado do Espírito Santo no 

Brasil, mostrando o local de amostragem na Ilha do Boi e a área industrial do 

Complexo de Tubarão na cidade de Vitória (ES) como fonte de contaminação 

por nanopartículas metálicas em ecossistemas aquáticos. É importante notar 

que há diferenças nos resultados obtidos no estudo de SOUZA et al. (2021) que 

verificaram o tamanho de partículas na fase líquida (tamanho hidrodinâmico) de 

5 a 10 vezes inferior ao que foram encontrados na presente análise (1638,33 ± 

359,85 nm). Tais discrepâncias podem estar relacionadas à metodologia, uma 

vez que no presente trabalho não foram separadas frações do MP de acordo 

com o tamanho e a avaliação foi conduzida na solução fisiológica, o meio 

utilizado para a contaminação dos animais, e não na água ultrapura. 

Adicionalmente, o valor do potencial Zeta (-9,92 ± 0,81 mV) indica uma 

baixa repulsão eletrostática, o que gera instabilidade das partículas no sistema 

aquoso, que apresentam capacidade de se ligar a compostos circundantes, o 

Índice de Polidispersão elevado corrobora a heterogeneidade da amostra 

(0,625), demostrando a capacidade de aglomeração desse material. Apesar de 

ter sido observado em escala nanométrica na análise de SOUZA et al. (2021) as 

análises no presente trabalho demonstram que em solução fisiológica as 

partículas podem estar dispersas em tamanhos maiores, o que não impede que 

possam dissociar-se em partículas de tamanho e composição diversas quando 

em compartimentos orgânicos. 

Segundo (LI et al., 2023) partículas com potencial Zeta próximo a zero 

indicam uma baixa repulsão entre partículas, o que favorece a aglomeração e 

pode comprometer a homogeneidade da amostra. Este comportamento é crítico 
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em estudos toxicológicos, pois partículas aglomeradas podem ter efeitos 

biológicos distintos em comparação com partículas individuais ou bem dispersas. 

O estudo de TAI et al. (2022) reforça a importância de uma caracterização 

detalhada do material para compreender sua distribuição e potencial toxicidade. 

No presente trabalho, a instabilidade na suspensão e a presença de partículas 

aglomeradas podem levar a uma distribuição desigual e a respostas biológicas 

variáveis, como indicado por SHARMA et al. (2020) e LI et al. (2023). Com essa 

variabilidade é essencial que o preparo desse material contribua ao máximo para 

garantir uma dispersão uniforme, com resultados precisos e que qualquer efeito 

observado seja atribuível ao MP e não a artefatos causados pela sua 

aglomeração ou instabilidade, dessa forma o MP foi preparado em PBS que 

mimetiza o ambiente fisiológico, com adição de Tween 80 que age como 

emulsificante mantendo as partículas individualizadas e ainda o banho de 

ultrassom para manter as partículas dispersas na suspensão no momento da 

contaminação (PARK et al., 2021a). Os cuidados para manter as partículas 

dispersas na suspensão também contribuem para simular a contaminação na 

situação original, com o poluente disperso no ar atmosférico. 

Ainda a respeito da heterogeneidade do MP, TAI et al. (2022), verificaram 

que o MP pode se acumular de maneira desigual em diferentes órgãos, alterando 

a toxicidade observada. A caracterização heterogênea da amostra no presente 

estudo denota a necessidade de uma investigação mais pormenorizada, com 

avaliação de diferentes porções pulmonares e até contaminação de outros 

órgãos em decorrência de contaminação sistêmica.   

Para a caracterização da estrutura cristalina do material particulado (MP), 

foi empregada a técnica de Difração de Raios-X (DRX), após tratamento em alta 

temperatura com remoção de componentes orgânicos para a obtenção de 

padrões de difração claros e para a identificação acurada das fases cristalinas 

presentes no material. Os resultados obtidos na análise de DRX correspondem 

a uma exploração inicial da composição do MP, de posse do conhecimento da 

composição de amostras anteriores na literatura foi feita uma análise nos bancos 

de dados para padrões relacionados a compostos contendo ferro. Os resultados 

corroboram com os achados de Souza et al. (2021), que também observaram a 

presença da hematita (Fe2O3). Os padrões de difração também apontaram a 

presença de Magnetita (Fe3O4).  
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Geralmente no MP os componentes que se destacam são aqueles 

elementos potencialmente tóxicos, como os metais e metaloides. Tais 

contaminantes possuem efeito tóxico 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 concentrações elevadas pode ser danoso. 

A toxicidade do ferro é frequentemente observada em solos com baixa 

disponibilidade de fósforo e pode causar prejuízo das atividades fisiológicas 

normais, incluindo o crescimento e o desenvolvimento das plantas. A toxicidade 

do ferro pode ser exacerbada pela interação com outros metaloides, como o 

alumínio, que juntos podem causar estresse oxidativo e danos celulares. 

Em contextos industriais, particularmente na mineração e processamento 

de ferro, hematita e magnetita são subprodutos significativos, contribuindo para 

a poluição ambiental (MIMURA; FERREIRA; SILVA, 2020). SOUZA et al. (2021) 

usando amostras atmosféricas de áreas industriais, como aquelas ao redor de 

mineração, demonstraram que essas partículas podem conter nanopartículas de 

metais. 

SUN et al. (2023) revelam que nanopartículas de óxido de ferro Hematita 

são produzidas no sistema de tráfego ferroviário e em uma ampla gama de 

produção industrial, representando uma grande ameaça à saúde humana. O 

estudo mostra que nanopartículas de óxido de ferro administradas por via 

intranasal induzem inflamação pulmonar em camundongos. 

Como apresentado anteriormente, a designação "MP 2,5" e "MP 10" 

refere-se ao MP com partículas de diâmetro aerodinâmico iguais ou menores 

que 2,5 µm (ou 2500 nm) e iguais ou menores que 10 µm (ou 10000 nm), 

respectivamente. Como discutido, a análise do DLS revelou que o material é 

composto por partículas na casa de centenas de nanômetros. É importante 

salientar que na análise do DLS as partículas maiores tendem a sedimentar no 

fundo da cubeta, não sendo mensuradas.  

 A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) associada à 

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) oferece uma visão abrangente 

sobre a caracterização físico-química de partículas, sendo relevante para a 

compreensão das características do material particulado como observado na 

literatura (SOUZA et al., 2021; USMAN et al., 2022). A análise por EDS confirmou 

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

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/iron-oxide-nanoparticle
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metais (Alumínio e Magnésio) com estruturas amorfas e agregados de partículas 

heterogêneas na composição. Somados aos resultados de tamanho de 

partículas do DLS, a análise no MEV e EDS, confirmam a capacidade das 

partículas se agregarem e provavelmente serem reativas. Temos então um 

material com uma grande heterogeneidade com partículas que se encaixam na 

classificação de MP2,5. É necessário a condução de experimentos adicionais 

para detalhar o perfil das partículas maiores, bem como o percentual de cada 

classe de partículas nesta amostra de MP, uma vez que é apontado na literatura 

que a toxicidade está inversamente relacionada com o tamanho das partículas. 

A instabilidade da suspensão do MP observada, refletida pelo potencial 

Zeta e pelo tamanho das partículas, pode influenciar a forma como o MP é 

distribuído e absorvido no organismo. Partículas aglomeradas podem modificar 

a biodisponibilidade e a toxicidade do MP, enfatizando a necessidade de técnicas 

eficazes para a dispersão e estabilização das partículas. Portanto, a 

caracterização rigorosa e o controle da qualidade do MP são essenciais para 

obter resultados confiáveis e precisos em estudos de toxicidade (SHARMA et al., 

2020). 

Nos dados encontrados, a caracterização do MP incluiu a avaliação da 

presença de microorganismos, utilizando um meio de cultura específico para 

fungos, o Ágar Sabouraud. O Ágar Sabouraud, composto por ágar, extrato de 

levedura, peptona e dextrose, é amplamente utilizado para identificar e estudar 

fungos patogênicos e não patogênicos, mas não impede que ocorra o 

crescimento de bactérias se inoculadas (MAHALINGAM, 2018). A ausência de 

crescimento microbiano nas amostras após a esterilização do MP indicou que o 

material estava livre de contaminantes significativos, confirmando sua 

adequação para uso em experimentos in vivo.  

A inoculação de material particulado (MP) em modelos animais para 

estudos toxicológicos exige uma caracterização meticulosa e a confirmação de 

que o material está livre de contaminantes microbiológicos. Garantir a pureza do 

MP é crucial para evitar que microorganismos indesejáveis induzam respostas 

inflamatórias ou imunes adicionais, o que poderia interferir nos resultados e na 

interpretação dos efeitos do material particulado. A falta de controle sobre a 

presença de contaminantes pode comprometer a validade dos dados 
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experimentais e levar a conclusões incorretas sobre a toxicidade do MP 

(AGIBAYEVA et al., 2022) 

O estudo de AGIBAYEVA et al. (2022) aborda diretamente essa 

necessidade, detalhando a importância da caracterização completa do MP e da 

análise para detecção de contaminantes microbiológicos. Os autores 

demonstram que a caracterização físico-química do MP, incluindo tamanho e 

composição, deve ser acompanhada pela avaliação microbiológica para 

assegurar que o material não contenha contaminantes que possam alterar a 

resposta biológica do modelo animal. Esta abordagem é essencial para garantir 

que quaisquer efeitos observados sejam atribuídos exclusivamente ao MP e não 

a possíveis contaminações. Portanto, a caracterização e a verificação de 

contaminação são passos fundamentais para assegurar a integridade dos 

resultados e a precisão das conclusões dos estudos. 

A análise detalhada do material particulado (MP) foi realizada utilizando 

várias técnicas complementares, incluindo Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Potencial Zeta, 

Dynamic Light Scattering (DLS), Difração de Raios-X (DRX) e cultivo em ágar 

Sabouraud. Em suma, as diversas análises realizadas forneceram uma 

caracterização geral do MP, entretanto, como mencionado anteriormente, ainda 

são necessárias caracterizações da dimensão global das partículas na amostra, 

além de caracterização elementar do MP para melhor entendimento das 

consequências à sua exposição. 

 

5.2 Modelo animal. 

5.2.1 Massa dos órgãos. 

A exposição a partículas de material particulado (MP) tem demonstrado 

efeitos adversos significativos em diversos órgãos dos roedores. Pesquisas 

indicam que a inalação de MP intensifica o estresse oxidativo e a inflamação nos 

músculos esqueléticos, resultando em disfunção mitocondrial (PARK et al., 

2024a). Adicionalmente, a exposição a MP induz inflamação 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 complicações na saúde ocular, e ressaltam a urgência de mais exploração 

e intervenções direcionadas para mitigar os efeitos prejudiciais dos poluentes 
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ambientais nas superfícies oculares. (BHUJEL et al., 2024). Outro impacto 

observado é a promoção da remodelação cardíaca e da inflamação em 

camundongos predispostos ao lúpus eritematoso sistêmico, evidenciando a 

conexão entre a poluição do ar e as doenças cardiovasculares (WAKED et al., 

2023).  

Torna-se pertinente avaliar diferentes órgãos que não apenas do sistema 

respiratório, uma vez que a literatura aponta que a contaminação apesar de ser 

inalatória ultrapassa as barreiras teciduais e tem o potencial de ser sistêmica. No 

presente estudo, a avaliação do peso dos órgãos revelou diferenças 

significativas, corroborando com a literatura.  

É interessante notar que o aumento da massa hepática pode indicar 

alterações relacionadas à processos inflamatórios no órgão. SHENG et al. 

(2024) ao estudarem contaminantes ambientais (microplásticos e metaloides), 

verificaram que a contaminação induziu ao inchaço hepático por meio de 

infiltração de células inflamatórias, com distúrbio metabólico hepático em 

decorrência de estresse oxidativo, levando também à apoptose. Essa elevação 

significativa na massa do fígado sugere que a contaminação não foi restrita ao 

sistema respiratório, tornando necessário a análise do órgão para a confirmação 

da hipótese. 

Esses dados mostram a necessidade de investigações histológicas 

futuras para elucidar completamente a função renal que pode ser comprometida 

pela exposição ao MP, mesmo na ausência de mudanças significativas no peso 

renal. Enfatizando a importância de uma abordagem sistêmica na avaliação dos 

efeitos de poluentes ambientais sobre a contaminação respiratória. 

A análise da massa pulmonar normalizada revelou uma diferença 

significativa, com o grupo asmático (MA) mostrando um aumento de massa em 

comparação ao grupo asmático contaminado com material particulado (MAMP) 

(P<0,001). Além disso, o grupo MAMP não apresentou diminuição significativa 

de massa em relação ao grupo controle. Isso indica que a avaliação do peso do 

órgão, embora útil, não é conclusiva por si só e requer suporte de dados 

histológicos para fornecer conclusões mais precisas sobre os impactos do 

material particulado (MP) na saúde pulmonar. 

Estudos anteriores indicaram que a exposição ao MP em modelos de 

camundongos pode levar a alterações significativas em processos inflamatórios 
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e fibroses induzidas pelas partículas de MP inaladas (Park et al., 2021a). Essas 

alterações sugerem que o peso sozinho não pode concluir sobre essas 

mudanças, mas pode ser associado a análises específicas, como histologia, 

para a visualização de possível remodelamento tecidual. 

 

5.2.2 Ensaio sobre as propriedades mecânicas do pulmão: Complacência 

e resposta miogênica. 

A resistência tecidual mecânica é determinada pela elasticidade dos 

tecidos pulmonares, sendo influenciada por condições como fibrose pulmonar, 

que pode aumentar a rigidez tecidual, reduzindo a complacência pulmonar e 

dificultando a respiração (DESAI; MOUSTARAH, 2024). Essa propriedade está 

relacionada à capacidade de expansão do tecido, e sua diminuição é um 

indicativo de doenças pulmonares restritivas. Por outro lado, a resistência à 

passagem do ar nas vias aéreas está relacionada à capacidade de contração e 

relaxamento da musculatura lisa nos brônquios e bronquíolos, afetando o 

controle do fluxo de ar durante a respiração (MANÇO, 1998).  

A análise da complacência pulmonar, usada como bioindicador no 

presente estudo, é fundamental para entender os impactos do MPSe na 

mecânica da ventilação. A redução da complacência observada sugere uma 

diminuição na capacidade de expansão dos pulmões, o que está associado a 

dificuldades respiratórias. O estudo de LEIKAUF; KIM; JANG (2020) proporciona 

uma visão de como a patogênese da inflamação das vias aéreas, relacionadas 

a partículas ultrafinas exacerba doenças respiratórias em humanos e animais. O 

mecanismo dos efeitos na saúde humana induzidos por essas partículas podem 

ser explicado por danos celulares oxidativos, incluindo imunidade inata, 

imunidade adaptativa e espécies reativas de oxigênio (LEIKAUF; KIM; JANG, 

2020) 

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a exposição ao 

MPSe resulta em uma diminuição progressiva da complacência pulmonar, 

refletida em um aumento das tensões resultantes de estiramentos controlados 

nos tecidos pulmonares. Especificamente, as tensões médias obtidas durante o 

estiramento máximo (7 mm) suportado por todos os grupos, foram 

significativamente mais elevadas nos grupos experimentais em relação ao grupo 

controle (10,35±7,26 gf.g⁻¹), com elevações de 68,28% no grupo asmático 



62 

(17,47±9,73 gf.g⁻¹), 239,29% expostos ao MP (35,24±19,89 gf.g⁻¹), e 512,56% 

no grupo asmático contaminado com MP (63,62±37,10 gf.g⁻¹). Assim a maior 

tensão em resposta ao estiramento significa uma menor capacidade de 

deslocamento em relação à força aplicada, ou seja, diminuição de complacência. 

Para averiguar a complacência ao longo do estiramento, foi feita a 

regressão 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 tensão em resposta ao estiramento. 

A comparação das tensões normalizadas entre os grupos revelou 

elevação significativa nos grupos MP (até 3mm de estiramento) e MAMP até 7 

mm de estiramento) em relação ao controle e até em relação ao grupo MA nos 

estiramentos iniciais. Pode-se notar que a indução à asma não provocou redução 

da complacência, por outro lado, a exposição ao contaminante sim, com o 

agravamento da redução da complacência quando a contaminação pelo MP foi 

combinada com a indução à asma. Esse achado mostra um aspecto do 

agravamento da contaminação do material particulado atmosférico quando 

combinado com outras patologias respiratórias. Estudos como de FREITAS et 

al. (2016), que apontam uma elevação de quase 10% no índice de hospitalização 

por doenças respiratórias na região de Vitória, em função da elevação de MP10 

(10µg.m-3), devem ser observados com cuidado, uma vez que essa população 

pode estar sofrendo o agravamento de doenças respiratórias em função dessa 

contaminação. 

Os achados são consistentes com estudos como o de Zou et al. (2023), 

que demonstraram que a exposição ao PM2.5 induz inflamação e fibrose 

pulmonar via expressão de células musculares lisas das vias aéreas através da 

via Wnt5a/JNK. Este estudo evidenciou que a resposta inflamatória e fibrose 

podem ser exacerbadas em condições de asma combinadas com a exposição 

ao material particulado. 

A resistência ao fluxo respiratório pode ser influenciada por vários fatores, 

como a presença de obstruções nas vias respiratórias, inflamação pulmonar ou 

condições médicas como a asma. Ao estirar o tecido pulmonar pôde-se notar um 

pico de tensão que se reduz a um patamar estável (Figura 6), este pico está 

relacionado a uma resposta contrátil da musculatura lisa presente no pulmão. 

Esta resposta é descrita na literatura como resposta miogênica ou ainda 
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tigmotropismo e está relacionada à contratilidade do músculo liso presente nos 

brônquios e bronquíolos, que controlam o seu diâmetro, assim, a avaliação da 

contratilidade dessa musculatura revela alterações que podem influenciar a 

resistência à passagem do ar. 

A análise da reação miogênica ao estiramento pulmonar revelou que, 

apesar de todos os grupos apresentarem uma resposta miogênica aumentada 

em relação aos valores iniciais (1mm), com diferentes intensidades, de acordo 

com o coeficiente angular da regressão linear, com a seguinte ordem de 

intensidade C (2,67) < MA (3,54) < MP (5,7) < MAMP (13,8), quando comparados 

entre si o grupo Asmático e Contaminado com Material Particulado (MAMP) 

apresentou as maiores tensões médias de contração (p<0,05), indicando uma 

intensificação na resposta miogênica do pulmão. 

A resposta miogênica aumentada observada no grupo MAMP pode ser 

explicada pela ativação de vias inflamatórias e remodelamento tecidual induzido 

pelo MP. As tensões médias significativamente mais elevadas em todos os 

pontos de estiramento indicam uma maior responsividade do tecido pulmonar, 

reforçando a necessidade de análises histológicas detalhadas para elucidar os 

mecanismos subjacentes a essas alterações. 

O estudo de BATES; RINCON; IRVIN (2009) revela que a remodelação 

das vias aéreas em modelos asmáticos é complexa e envolve múltiplos 

mecanismos interativos que afetam a área luminal das vias aéreas. A pesquisa 

demonstra que o encurtamento do músculo liso, embora modesto, contribui para 

diminuição do calibre das vias aéreas, o que, em combinação com hipertrofia 

epitelial e hipersecreção de muco, resulta em um estreitamento significativo da 

área luminal. Este fenômeno é crucial para compreender a severidade dos 

sintomas asmáticos, uma vez que a redução drástica na área luminal pode levar 

a um comprometimento grave da função respiratória e até mesmo ao fechamento 

completo das vias aéreas.  

Os resultados do estudo mostraram uma redução progressiva da 

complacência pulmonar nos grupos expostos ao MP, o que indica uma maior 

rigidez do tecido pulmonar. A discussão desses achados revela que essa 

redução da complacência, combinada com o aumento da resistência ao fluxo de 

ar, pode ser especialmente prejudicial para a função pulmonar. Esses 

mecanismos afetam tanto a capacidade de expansão dos pulmões quanto o 
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controle do fluxo respiratório, sugerindo que a exposição ao MP em níveis 

elevados pode agravar condições pré-existentes e aumentar o risco de 

desenvolver doenças crônicas para indivíduos que vivem em áreas 

contaminadas por material particulado atmosférico, isso significa uma maior 

predisposição a desenvolver doenças respiratórias, especialmente em grupos 

vulneráveis, como crianças, idosos e pessoas com doenças preexistentes, como 

a asma. A contaminação prolongada pode, portanto, contribuir para um aumento 

das taxas de hospitalizações e morbidades associadas a doenças respiratórias. 

 

 

5.2.3 Histologia: Hematoxilina e Eosina e Tricrômico de Masson. 

 

A análise dos dados histológicos reforça as observações feitas 

anteriormente nas análises da mecânica tecidual. A histologia dos tecidos 

pulmonares revelou alterações e danos respiratórios significativos, o que oferece 

uma base sólida para a interpretação dos resultados das análises mecânicas. 

Essa correlação entre as observações macroscópicas e microscópicas fortalece 

a conclusão de que a exposição ao MPSe está associada a consequências 

adversas na saúde respiratória. 

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 exposição ao 

Material Particulado, isoladamente ou em combinação contribuem para o 

aumento de espessura dos septos alveolares. Essa alteração na estrutura 

pulmonar reflete a resposta inflamatória e possível remodelação estrutural 

associada a essas condições. 

Corroborando os dados de espessura dos septos, foi possível observar a 

redução da área alveolar, uma vez que o aumento da espessura do septo implica 

em redução do lúmen do alvéolo. Obteve-se redução significativa do grupo em 

que houve a combinação da asma com a contaminação (MAMP -81,25%). O 

grupo MA e MP não tiveram redução significativa (p>0,05). A área alveolar do 

grupo MAMP foi estatisticamente inferior inclusive aos outros grupos 

experimentais, demonstrando, mais uma vez, o agravamento da combinação. 
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Esses achados estão de acordo com estudos anteriores, como o de 

Huang el al. (2017), que investigou os efeitos do MP segregado por tamanhos, 

nas respostas imunes Th1 e Th2 em camundongos. O estudo de Huang et al. 

(2017) demostrou que a exposição ao MP pode influenciar nas respostas 

inflamatórias e imunológicas corroborando com a hipótese de que o material 

contribui para inflamação e possível remodelação tecidual observadas no grupo 

asmático e expostos ao MP.  

Ademais, também é necessário considerar o estudo de KIM; WEON; JE 

(2023) que descreve o entendimento da morfologia alveolar e suas implicações 

funcionais, que podem influenciar pesquisas em doenças pulmonares e 

desenvolvimento de terapias respiratórias. Esse estudo visa compreender a 

forma esférica dos alvéolos e suas implicações para a função respiratória em 

organismos vivos. Os pesquisadores utilizaram microscopia de raio-X síncrotron 

para visualizar e analisar a morfologia alveolar em camundongos vivos. Esta 

técnica permitiu uma visualização detalhada e em tempo real das estruturas 

internas do pulmão sem a necessidade de seccionamento ou fixação de tecidos. 

E nos resultados revelaram que os alvéolos mantêm uma forma esférica robusta 

durante os ciclos respiratórios, independentemente das mudanças de volume 

associadas à inspiração e expiração. A pesquisa mostrou que a forma esférica 

dos alvéolos é crucial para a manutenção da eficiência na troca gasosa. As 

formas esféricas ajudam a distribuir uniformemente as tensões mecânicas 

durante a respiração. Os dados experimentais foram utilizados para desenvolver 

modelos computacionais que simulam a mecânica dos alvéolos, fornecendo 

dados sobre como essas estruturas suportam a função respiratória. (KIM; 

WEON; JE, 2023). Torna-se interessante avaliar se o espessamento dos septos 

poderia influenciar na forma esférica dos alvéolos, uma vez que altera as forças 

envolvidas nas paredes alveolares, tais alterações morfológicas poderiam 

implicar em prejuízos funcionais. 

Além disso, é importante entender as características histológicas no 

modelo asmático em modelos murinos, onde é comum observar um 

espessamento dos septos interalveolares (TRIFILIEFF; EL-HASHIM; 

BERTRAND, 2000). Esse espessamento pode ser causado por acúmulo de 

células inflamatórias, fibrose e hiperplasia de fibroblastos e miofibroblastos. Os 

alvéolos podem mostrar alterações estruturais, como aumento da formação de 
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muco e alterações na arquitetura alveolar. Em modelos asmáticos, 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 

poluição do ar em pacientes asmáticos 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 asmáticos. Este 

estudo destaca a necessidade de monitoramento contínuo da função pulmonar 

em períodos de alta poluição. Assim, esse agravamento no controle da asma 

poderia estar correlacionado com o aumento da resposta miogênica, redução da 

complacência como observado no aumento dos septos e diminuição da área 

alveolar), principalmente, nos grupos expostos ao material particulado e 

asmático (MAMP).  

O estudo de Park et al. (2024b) fornece uma visão sobre as alterações 

histológicas nos pulmões de camundongos expostos a material particulado, 

revelando um quadro de inflamação crônica e fibrose intersticial. Essas 

alterações são corroboradas pelas técnicas histológicas empregadas por Galli et 

al. (2024), que identificaram padrões semelhantes de lesão pulmonar em seu 

modelo experimental. Ambos os estudos utilizam metodologias robustas, como 

coloração de H&E e imunohistoquímica, para identificar e quantificar a presença 

de marcadores inflamatórios e alterações estruturais no tecido pulmonar. A 

convergência nas observações de inflamação e fibrose sugere que os 

mecanismos patológicos associados à exposição ao material particulado podem 

ser semelhantes aos observados em outros modelos de lesão pulmonar 

descritos por Galli et al. (2024). Essa correlação fortalece a compreensão dos 

efeitos do material particulado na saúde pulmonar e destaca a importância de 

métodos histológicos na elucidação dos mecanismos subjacentes à lesão 

pulmonar. 

Ademais, estudos recentes utilizando modelos de camundongos têm 

demonstrado que a exposição ao material particulado (MP) pode resultar em 

alterações significativas no tecido pulmonar devido a processos inflamatórios e 

fibrose. Por exemplo, a exposição ao MP2.5 foi associada ao aumento da 

inflamação pulmonar e à infiltração de neutrófilos, que podem levar a danos 

teciduais e alterações no tecido pulmonar (LUO et al., 2024) Além disso, foi 
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observado que a exposição crônica ao MP pode induzir o estado senescente em 

células pulmonares, contribuindo para a remodelação tecidual e possíveis 

alterações pulmonares. Para aprofundar a presente investigação seria 

interessante avaliar o perfil de expressão gênica nesses grupos experimentais 

para investigar possíveis impactos no ciclo celular e eventos apoptóticos. 

 Nos resultados da análise histológica utilizando a coloração Tricrômico de 

Masson, foi observada uma variação na quantidade de coloração azul, que indica 

a deposição de colágeno nos pulmões dos diferentes grupos experimentais. O 

grupo MAMP (199,39%) apresentou a maior área de coloração com aumento 

estatisticamente significativo em comparação ao controle e também foi superior 

aos outros grupos experimentais (MA e MP). Adicionalmente o grupo MP 

também teve uma deposição de colágeno aumentada em relação ao controle 

(104,46%).  

Os achados do estudo são consistentes com as observações de Park et. 

al (2021) que também observaram a exposição ao MP e revelaram que induz a 

lesões pulmonares significativas incluindo fibrose e inflamação. A presença de 

colágeno nos pulmões, conforme indicado pela coloração Tricrômico de Masson 

é um indicativo de fibrose que é considerada uma característica comum na 

resposta inflamatória crônica devido á exposição ao MP. A Combinação de asma 

e exposição ao MP no presente estudo exacerbam essas alterações levando ao 

um aumento mais pronunciado na espessura dos septos alveolares e na 

deposição de colágeno, o que pode ter implicações significativas para o 

desenvolvimento doença pulmonar restritiva.  

Uma revisão da literatura concluiu que a poluição do ar tem um impacto 

negativo no controle da asma, exacerbando sintomas e diminuindo a função 

pulmonar. Este efeito é mais pronunciado em áreas urbanas com altos níveis de 

poluição, reforçando a importância de políticas ambientais rigorosas para 

proteger indivíduos vulneráveis (TIOTIU et al., 2020) 

Os resultados do presente estudo revelam que a exposição ao material 

particulado (PM) provoca alterações significativas na morfologia pulmonar, 

evidenciadas por análises histológicas utilizando colorações de H&E e 

Tricrômico de Masson. Observou-se possível inflamação e fibrose intersticial e 

espessamento das vias aéreas nos pulmões dos camundongos expostos, 

indicando danos estruturais substanciais.  
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Além disso GALLI et al. (2024) ao realizarem a análise após a exposição 

inalatória de poeira metálica de dois diferentes centros de mineração, em 

camundongos saudáveis e com enfisema, concluíram que a exposição aumenta 

a quantidade de inflamação e inicia a remodelação, induzindo também resposta 

ao estresse oxidativo. A combinação de doenças pulmonares com contaminação 

por material particulado pode agravar a resposta mecânica pulmonar, 

evidenciando um aumento na rigidez pulmonar e uma resposta inflamatória mais 

pronunciada, o que corrobora os dados do presente trabalho, onde foi detectada 

uma maior rigidez pulmonar (complacência reduzida), aumento dos septos 

pulmonares, redução da área alveolar, aliada a fibrose. 

Integrando esses estudos, pode-se concluir que a exposição ao material 

particulado, especialmente em indivíduos asmáticos, exacerba 

significativamente a resposta miogênica do pulmão, o que pode aumentar o 

tônus muscular e consequentemente a resistência ao fluxo de ar. Esses achados 

sublinham a importância de considerar tanto fatores ambientais quanto 

condições patológicas ao avaliar a função pulmonar. 

As características identificadas do material particulado, realizadas por 

técnicas avançadas como a DLS, medição do potencial zeta, Microscopia 

eletrônica de Varredura, corroboram com a presença de partículas ultrafinas 

(PM2,5) reativas e com alto potencial inflamatório. A contaminação dos 

camundongos mostrou como o MP provoca danos e agrava condições levadas 

pela asma promovendo maior rigidez pulmonar. 

Em suma, os resultados obtidos por meio das análises histológicas 

enfatizam a importância da identificação e controle adequados de contaminantes 

ambientais, especialmente aqueles associados a atividades industriais 

específicas, como a produção siderúrgica. Além disso, os achados podem 

indicar a necessidade de intervenções preventivas e regulatórias para proteger 

a saúde respiratória de indivíduos expostos a tais materiais. 

No entanto, as limitações deste estudo não podem ser ignoradas. 

Primeiro, há a necessidade de análises complementares do Material particulado 

como mencionado anteriormente, a caracterização da dimensão global das 

partículas na amostra, além de caracterização elementar do MP para melhor 

entendimento das consequências à sua exposição. Os órgãos como, rim, fígado 

dos animais são necessários para análises posteriores e complementação de 
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resultados e comprovação se a exposição ao MP pode ser impactada 

sistemicamente. Há outros métodos de contaminação, como método de 

aerossol, que é a maneira normal de um indivíduo ser exposto a PM2,5 e pode 

ser realizado para comparação futura. Entretanto foi mantido o máximo de 

estudos para garantir que o MP fosse inoculado uniformemente durante o 

processo de contaminação. Além disso, para experimentos futuros, podem ser 

usados outros modelos de doenças pulmonares como DPOC para observar os 

efeitos do MP na função pulmonar e na inflamação. Importante considerar, 

também, a análise das respostas inflamatórias (infiltração celular, citocinas pró-

inflamatórias) que podem detalhar sobre os mecanismos que levam ao 

agravamento da asma após a exposição ao MPSe. 

 

6.0 CONCLUSÃO. 

Assim, foi possível caracterizar o material particulado (MP) coletado na 

região de Vitória-ES, revelando variações no tamanho das partículas e a 

presença de ferro, sugerindo uma composição complexa e potencialmente 

tóxica. Os níveis de contaminação utilizados no estudo foram selecionados com 

base em concentrações ambientalmente relevantes, refletindo níveis de 

exposição que podem ser encontrados em áreas com alta poluição atmosférica. 

Isso sugere que os achados podem ter relevância para populações expostas a 

condições semelhantes. 

As análises das propriedades mecânicas dos pulmões revelaram aumento 

da rigidez tecidual e hiper-responsividade miogênica, confirmando o impacto da 

exposição ao MPSe na função pulmonar dos camundongos. Além disso, as 

alterações no parênquima pulmonar, como o espessamento dos septos 

alveolares e a redução da área de troca gasosa, indicam que a exposição ao 

MPSe, em associação com a asma, intensifica os danos pulmonares. Esses 

resultados são consistentes com a hipótese de que a exposição subletal ao 

MPSe compromete a complacência pulmonar e agrava as condições 

respiratórias, fornecendo uma base sólida para futuros estudos sobre os riscos 

potenciais associados à exposição a níveis semelhantes de MP em ambientes 

humanos. 
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