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Resumo 
 
Saieg MTA. Estudo comparativo da composição das partículas ambientais 
depositadas e retidas nos pulmões e linfonodos hilares pulmonares [tese]. 
São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2009. 94p. 
 
INTRODUÇÃO: A exposição prolongada às partículas ambientais está 
associada à mortalidade prematura devido às causas cárdio-respiratórias e 
ao câncer do pulmão. O tamanho e composição destas partículas estão 
relacionados à maior toxicidade, agravada pela retenção prolongada destas 
partículas no pulmão. Pode-se postular que partículas com diferentes 
composições elementares podem ter distribuição diferente ao longo da 
árvore traqueobrônquica. A captura por micro-dissecção a laser (CML) 
aparece neste cenário como uma alternativa rápida e eficaz para se obter 
amostras para estudo da distribuição destas partículas no pulmão. 
OBJETIVOS: Testar a eficácia da CML no estudo de partículas retidas no 
pulmão comparando com outra técnica de análise de cortes de parafina (P), 
já consagrada na literatura. Comparar também o perfil elementar de 
partículas retidas ao longo da árvore traqueobrônquica e linfonodos em duas 
cidades com perfis distintos de poluição, através da CML, associada à 
espectometria de raios-X por dispersão de energia (RX-DE) aliada à 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). MÉTODOS: Vinte e quatro 
casos autopsiados foram obtidos em duas cidades com perfis distintos de 
poluição (São Paulo e São José do Rio Preto). As amostras de parênquima 
pulmonar obtidas do lobo médio do pulmão direito foram coletadas em três 
regiões: tecido peribrônquico, parênquima pulmonar periférico e linfonodos 
hilares. Para P, a análise foi feita em áreas visualizadas no MEV 
correspondentes às áreas de antracose. Estas áreas de antracose foram 
também micro-dissecadas, usando CML e analisadas através do RX-DE 
aliado ao MEV. RESULTADOS: Quando os dois métodos foram comparados, 
a maioria dos elementos encontrados, mostrando diferença significante, foi 
vista na CML, exceto pelo Ca e Mg (mais comumente encontrados em P). A 
análise elementar das partículas depositadas ao longo da árvore 
traqueobrônquica mostra dois grupos de distribuição dos elementos, com 
deposição predominante peribronquiolar ou com deposição predominante 
linfonodal. A análise elementar das áreas peribrônquicas descrimina melhor 
(95.8 %), o tipo de exposição à poluição, sem diferença significante para os 
outros locais estudados. CONCLUSÃO: Os perfis elementares das partículas 
retidas ao longo da árvore traqueobrônquica mostram dois grupos com 
padrão de distribuição distinta. A região proximal é o principal local para 
discriminação do tipo de exposição do indivíduo, sendo a antracose o 
“carimbo” da exposição à poluição. A CML se mostrou também uma 
ferramenta útil para discriminar áreas de interesse no estudo da análise 
elementar de partículas retidas no pulmão quando comparada com a análise 
nos cortes de parafina. 
 
Descritores: 1.Material particulado  2.Microscopia eletrônica de varredura  
3.Poluição ambiental  4.Pulmão  5.Microdissecção  6.Laser 



 

Summary 
 
Saieg MTA. Comparative study of the composition of the ambient particles 
deposited and retained in the lungs and hylar lymph nodes [thesis]. São 
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2009. 94p. 
 
RATIONALE: Prolonged exposure to ambient particles is associated with 
premature mortality due to cardio respiratory diseases and lung cancer. Size 
and composition of these particles determine toxicity, aggravated by their 
long term retention in the lungs. In this context, it is plausible to postulate that 
different particles with different elemental composition must have distinct 
distribution patterns along the bronchial tree. Laser capture microdissection 
(LCM) appears as a rapid and efficient alternative for obtaining 
representative lung tissue for particle analysis. OBJECTIVES: To test laser 
capture microdissection (LCM) as a new tool for studying particle retention, 
comparing to a classical method using paraffin sections (PS). To compare 
the elemental profile of particles retained along the bronchial tree and lymph 
nodes in two cities with distinct pollution backgrounds by using LCM, through 
energy dispersive x-ray (EDX) and scanning electron microscopy (SEM). 
METHODS: Twenty-four right lung middle lobes from autopsied cases were 
obtained in two cities with different pollution backgrounds. Lung samples 
were collected from three distinct regions in the lungs at the time of autopsy: 
peribronchial tissue, peripheral parenchyma and hylar lymph nodes. For PS, 
analysis was performed in areas visualized in the SEM correspondent to 
anthracotic areas. These areas of anthracosis were also microdissected 
using LCM and analyzed for elemental composition through EDX allied to 
SEM. RESULTS: When the two methods were compared, the majority of the 
elements showing significant difference was predominantly found when LCM 
was used, except for Ca and Mg (more related to PS) Elemental analysis of 
particles deposited along the bronchial tree shows two groups of distribution: 
elements with preferable peribronchiolar or preferable lymph node deposition. 
Elemental profile of peribronchial areas discriminate accurately (95.8 %) the 
type of pollution exposure, with no statistical difference noted for the other 
sites. CONCLUSIONS: Elemental profiling of the particles retained along the 
bronchial tree shows two groups with distinct distribution patterns. The 
proximal bronchial tree is the main site for discrimination of pollution 
exposure, with an elemental “finger print” of anthracosis. LCM has also 
proven to be a useful tool in discriminating areas of interest for elemental 
analysis of particles retained in the lung when compared to analysis in PS.  
 
Descriptors: 1.Particulate matter  2.Scanning electron microscopy  
3.Environmental pollution  4.Lung  5.Microdissection  6.Laser 
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Há muito tempo tem-se estudado a relação entre a poluição atmosférica 

e suas conseqüências quanto à mortalidade e morbidade pulmonar. 

A  poluição atmosférica está presente em grandes centros urbanos, 

representada principalmente pelo material particulado (MP), constituído por 

uma mistura de partículas sólidas ou líquidas suspensas no ar, tendo três 

porções: grossa, fina e ultrafina. Esta classificação se dá pelo diâmetro 

aerodinâmico da partícula, ou seja, seu diâmetro equivalente a outra 

partícula esférica com mesma velocidade terminal de sedimentação [1]. 

A fração grossa produzida pela fricção dos pneus dos veículos com o asfalto 

das ruas, contendo elementos do pavimento e da borracha pneumática, são 

partículas com diâmetro aerodinâmico maior do que 2,5 μm (MP10). A fração 

fina constitui de partículas com menos de 2,5 μm (MP2,5) e derivadas de 

fontes antropogênicas, isto é, a partir da atividade humana, como processos 

de combustão de automotores, indústrias ou usinas termoelétricas que usam 

carvão mineral e óleos derivados de petróleo. Estas últimas fontes geram os 

óxidos de enxofre (SO2) que são emitidos por fontes fixas, além dos 

particulados primários, que são lançados diretamente na atmosfera. 

As partículas secundárias (aerossóis ácidos – ácidos sulfúrico, nítrico e 

nitrato) são geradas pelo processo de conversão de gás em partículas, a 

partir de óxidos de enxofre e óxidos de nitrogênio. Fazem parte do MP2,5 

partículas de carvão produzidas pela combustão dos combustíveis fósseis, 
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que possuem adsorvidos à sua superfície diferentes elementos e compostos, 

tais como metais pesados e hidrocarbonetos. A porção ultrafina refere-se às 

partículas menores do que 1,0 μm [2] e são compostas principalmente por 

metais, enquanto os silicatos são normalmente partículas maiores [3]. 

As  partículas ultrafinas estão hoje em dia mais relacionadas aos efeitos 

deletérios do pulmão, pois estão mais presentes no ambiente de trabalho e 

apresentam maior facilidade de penetrar nos pulmões e maior área de 

contato [4]. Estudos experimentais em animais mostram uma grande 

correlação da exposição a tais partículas, com aumento de mediadores 

inflamatórios [2, 4]. 

 

 

1.1  Poluição e doenças relacionadas 

 

Inúmeros trabalhos correlacionam a exposição à poluição com efeitos 

a saúde como aumento de mortes por causas cardiovasculares e 

respiratórias [5-7], por neoplasias [8], ou alterações da função pulmonar e 

aumento de internações por causas respiratórias no período [9-11].  

Em uma ampla revisão da literatura feita por Dockery et al [12], o 

autor mostrou que há uma correlação positiva entre o aumento da 

concentração de MP10 a curto prazo e mortes registradas, principalmente por 

causas respiratórias (aproximadamente 3,4% por 10μg/m3 de aumento de 

MP10) e cardiovasculares (aumento de 1,4%). Além disso, a mesma 

correlação positiva é vista em casos de internações hospitalares, alteração 
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da função pulmonar e aumento de sintomas respiratórios em crianças. Os 

autores salientam ainda a maior incidência de crises de asma durante 

episódios de piora dos níveis de qualidade de ar.  

Pope et al [7] mostram em uma ampla pesquisa de exposição à 

poluição a longo prazo uma clara correlação entre aumento dos níveis de 

MP2,5 e mortes, com risco aumentado de 4% para mortes em geral, 6% para 

mortes de causas cardio-respiratórias e 8% para mortes por câncer de 

pulmão, com um aumento de 10 μg/m3 de MP2,5. 

A poluição pode ainda causar efeitos deletérios no sistema nervoso, 

urinário e digestivo, além de poder alterar também a embriogênese [13] e 

regulação da pressão arterial [14]. 

Inúmeros estudos mostraram a relação da poluição com aumento de 

internações e mortes na cidade de São Paulo [15-20]. 

Braga et al [21] mostraram que crianças e adolescentes na cidade de 

São Paulo tinham um maior número de internações hospitalares em episódios 

de piora da qualidade do ar, onde crianças menores de 2 anos de idade e 

adolescentes com mais de 13 anos eram os grupos mais susceptíveis. 

Rivero et al [22] mostraram um aumento da inflamação pulmonar e 

alterações da microcirculação cardíaca, mesmo sem grande alteração de 

parâmetros sanguíneos em ratos expostos à grandes quantidades de MP2,5.  

Já no interior do Estado, a principal porção do MP atmosférico é 

originada da queima de biocombustível, como a queima de cana de açúcar, 

problema que vem aumentando nos últimos anos com o aumento da 

demanda pela frota veicular a álcool e a frota de carros “flex” [23, 24]. Em 
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um estudo recente realizado por Mazzoli-Rocha et al [25], a instalação via 

nasal de uma dose única de partículas em suspensão da região de 

Araraquara (região com grande quantidade de queima da cana de açúcar) 

em camundongos mostrou resposta aumentada de inflamação pulmonar por 

mecanismos distintos quando comparados com as partículas em suspensão 

da região metropolitana de São Paulo. Esta diferença pode, segundo o 

trabalho, ser explicada por diferença de composição do MP, sendo o 

derivado do biocombustível mais rico em metais. A literatura no assunto é 

ainda restrita e estudos adicionais devem ser conduzidos na área para 

estabelecer os reais efeitos deletérios destas queimadas [26]. 

 

 

1.2  Pigmento de carvão (antracose) e lesão pulmonar 

 

A antracose é uma forma de pneumoconiose causada pela inalação 

de partículas atmosféricas com componentes carbonáceos e não 

carbonáceos. O achado destas áreas enegrecidas com deposição de 

pigmento de carvão foi relatado na antiguidade, desde que os homens 

descobriram o fogo e desde que este começou a ser usado para combustão 

[27]. Tais áreas enegrecidas foram encontradas em múmias egípcias [27] e 

em múmias italianas da época da renascença, alguns casos relacionados 

com focos de pneumonia [28]. 

Em um relato francês de 1965 [29], Grailles et al, através de estudos 

histológicos de pacientes mineradores operados por tuberculose, fizeram 
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uma correlação entre o grau de antracose e o tempo de exposição às 

partículas, dividindo os pacientes em grupos de 1 a 3, com lesões 

histológicas progressivas correspondentes a tempos de exposição 

progressivo, correlacionando a antracose à exposição ambiental.  

Mais recentemente, em trabalhos onde se correlaciona a antracose 

com lesão pulmonar e distribuição no pulmão, encontraram-se importantes 

alterações histológicas com relação à deposição de partículas. Souza et al 

[30] mostraram em seus resultados que existia uma maior concentração de 

pigmento de carvão na parede bronquiolar, em pacientes não fumantes 

vivendo em um ambiente poluído, apontando para um possível papel da 

antracose como marcador de exposição a poluentes. Nestes pacientes, 

foram observados também aumento do infiltrado linfocitário na parede 

bronquiolar, associado à fibrose e aumento de células secretoras no epitélio. 

Achados semelhantes foram relatados por Pinkerton et al [31]  num 

estudo com pulmões, provenientes de autópsias por morte de causa não 

natural, na região de Fresno, Califórnia, onde mostrou-se uma correlação 

positiva entre a deposição de antracose e alterações histológicas (fibrose, 

hipertrofia muscular, macrófagos intra-luminais) em bronquíolos respiratórios 

de primeira, segunda e terceira ordem, com achados mais intensos em 

regiões mais proximais. Estes achados foram condizentes com os achados 

prévios de Churg et al [2], que apontaram o bronquíolo respiratório de 

primeira ordem como o local de maior deposição de partículas.  

Churg et al [32], em 2003, usando casos de autópsias por morte de 

causa violenta, oriundos da cidade do México e de Vancouver, relataram 
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achados adicionais de maior deposição de pigmento de carvão em 

bronquíolos respiratórios nos pacientes da Cidade do México, cidade com 

maior exposição a MP, acompanhados de alterações histológicas (hipertrofia 

muscular e fibrose). Estes dados complementam estudo prévio do mesmo 

grupo [33], onde além da caracterização das partículas na amostragem do 

ar, foi também estudado material digerido das vias aéreas centrais destes 

mesmos pacientes, sendo realizada contagem e caracterização de partículas 

por microscopia eletrônica por varredura (MEV) e Fluorescência de raios-X 

por dispersão de energia (FRX-DE), com maior concentração de partículas 

em pacientes da Cidade do México do que pacientes provenientes de 

Vancouver. Além disso, foi feita correlação deste MP com aquele achado na 

coleta do ar atmosférico, comprovando pela primeira vez a correlação entre 

as partículas inaladas e as retidas no parênquima pulmonar [33]. 

 

 

1.3  Deposição das partículas nos pulmões 

 

Durante a inspiração, as partículas são transportadas junto com o ar 

inspirado, através do sistema traqueobrônquico até as regiões de troca 

gasosa dos pulmões. As regiões pulmonares de maior exposição às 

partículas são áreas de maior ventilação, ou seja, com maior fluxo de ar [34]. 

Um número grande destas partículas é retido pelo sistema respiratório 

quando toca a superfície úmida das vias aéreas, fenômeno denominado 

genericamente deposição. Esta deposição varia quanto ao tamanho, 
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densidade e formato das partículas, podendo ocorrer em diferentes regiões 

do pulmão [35].  

Fenômenos físicos envolvidos na deposição das partículas 

compreendem impactação inercial, sedimentação gravitacional e 

movimentos brownianos de moléculas de vapor em ambiente alveolar. Estes 

fatores, aliados à diferença de composição elementar, determinam a cinética 

da deposição. De maneira geral, partículas com diâmetro aerodinâmico 

menor que 0,1μm (ultrafinas) tendem a se depositar em regiões mais 

periféricas, tais como as peribronquiolares, e partículas maiores em regiões 

centrais da árvore traqueobrônquica [35].                                    A 

impactação inercial tem maior importância em partículas maiores, pois a 

velocidade varia consideravelmente à medida que a árvore traqueobrônquica 

se divide.  Para partículas menores, o fator de maior importância é a 

sedimentação gravitacional [35]. 

A retenção destas partículas depositadas no pulmão depende de 

inúmeros fatores, como tamanho, formato, solubilidade e composição. Além 

disso, a localização anatômica da deposição e as estruturas do organismo 

que interagem com a partícula depositada são extremamente importantes 

para se decidir o destino desta partícula, ou seja, o tempo que ela vai estar 

retida antes de se dissolver ou ser removida [36-38].  

A remoção particular é a fração de partículas eliminadas do trato 

respiratório em um determinado intervalo de tempo [35]. Esta remoção pode 

ser feita expelindo-se a partícula até a laringe pelo aparelho mucociliar, onde 

são deglutidas (remoção rápida) ou removidas pelo sistema linfático, 
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buscando abrigo nos linfonodos de drenagem pulmonar (remoção lenta), 

estando esta última mais relacionada com as partículas de longa retenção 

no pulmão, e conseqüentemente maior efeito patogênico [35]. Partículas 

solúveis são mais facilmente removidas, sendo absorvidas e transportadas 

na circulação, enquanto que as partículas insolúveis têm velocidade mais 

lenta de remoção [1]. A taxa de remoção de partículas varia de acordo com 

inúmeros fatores que alteram a função mucociliar normal e a atividade 

macrofágica.  

A idade dos indivíduos e sua função pulmonar é outro fator 

relacionado, como mostra um trabalho de Svartengren et al [39], que 

constatou uma diminuição da remoção de partículas de vias áreas proximais 

e distais em pacientes mais idosos. 

As partículas mais finas, depositadas nos alvéolos, têm sua remoção 

por processos absortivos e não absortivos, podendo ter o linfonodo como 

local de migração, ou a fagocitose de partículas pelos macrófagos 

alveolares, principal mecanismo não absortivo envolvido [1]. Estas partículas 

podem ainda atingir a circulação sanguínea sem passar pela fagocitose 

macrofágica, ou podem acabar depositadas e retidas no parênquima 

pulmonar [40]. Embora a cinética de distribuição, retenção e remoção das 

partículas depositadas no pulmão seja amplamente estudada, encontram-se 

poucos dados na literatura que expliquem a cinética de deposição destas 

partículas nos linfonodos [41, 42]. 

Partículas ultrafinas parecem ter maior retenção nas vias aéreas, 

tendo maior efeito patogênico. Em um estudo de 2008, Moller et al [43] , 
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através de espectroscopia gama, observou a deposição e a remoção de 

Tecnécio (Tc) radioativo em humanos através da inalação destas partículas 

em dois tempos, com objetivo de analise da deposição na árvore 

traqueobrônquica e alvéolos. A deposição destas partículas foi maior em 

pacientes fumantes e com doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), os 

quais apresentaram remoção mais lenta das mesmas, quando comparadas 

ao grupo controle. A remoção de partículas na área periférica foi ainda mais 

lenta. Mesmo no grupo controle, foi visualizada retenção de cerca de 75% 

das partículas após 48 horas, o que mostra uma possível retenção crônica 

destas partículas, com conseqüente efeito patogênico constante relacionado 

a exposição repetida. 

 

 

1.4  Ação dos metais  

 

Além do tamanho e taxa de retenção, um fator extremamente 

importante para a patogenicidade de uma partícula é sua composição [44-48]. 

As partículas finas e ultrafinas, como descritas anteriormente, contêm 

grande quantidade de metais em sua composição. Estes metais têm 

importante ação no stress oxidativo celular, contribuindo para o aumento da 

produção de radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO) [49-52]. A 

lesão oxidativa tem um papel importante na fibrogênese pulmonar. Uma 

grande variedade de constituintes das partículas causam um aumento na 

geração de ERO, por ação direta (via reação oxidativa de Fenton), ou 
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estimulando a célula pulmonar por mecanismos indiretos a aumentar a 

produção dos EROs [53]. Este aumento na produção de EROs, leva a 

produção de adutos de DNA e ativação de sinais intracelulares, incluindo 

receptores de tirosina quinase e fatores de transcrição, o que aumenta a 

expressão de genes envolvidos na inflamação e fibrose [53-55]. 

Singh et al [54, 56] mostraram um aumento da produção dos adutos 

de DNA em populações expostas à poluição, quando comparadas com 

grupos controles, estabelecendo mais uma relação entre a exposição à 

poluição e a expressão aumentada destes sinais intracelulares, podendo ser 

usados como marcadores de exposição de agentes poluentes [57].  

Os adutos de DNA estão também envolvidos com a carcinogênese e 

sua relação com o câncer de pulmão e de outros órgãos têm sido 

amplamente estudada [58-60]. 

Um bom exemplo de como os metais geram stress oxidativo celular é 

o Vanádio (V), que reage com o H2O2 formado na célula, gerando a proteína 

inibidora da tirosina fosfatase. Esta ação é irreversível, culminando com uma 

fosforilação progressiva de sinais moleculares intracelulares, causando 

stress celular, padrões alterados de expressão genética e apoptose [61]. 

O Zinco (Zn) age de forma semelhante, estimulando a ativação do 

receptor de fator de crescimento epitelial (EGFR), que por sua vez estimula a 

via das quinases, também contribuindo para fibrogênese e inflamação [53, 62]. 

No estudo de Godleski et al de 2002 [63], com exposição prolongada 

de camundongos a um concentrador de partículas, houve correlação positiva 

entre a resposta inflamatória e a exposição à Br e Pb. Morishita et al [64]  
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expôs ratos ao concentrador de partículas, com partículas da área urbana de 

Detroit, EUA, mostrando um aumento de eosinófilos no lavado 

broncoalveolar quando da exposição às partículas. Além disso, a análise 

elementar dos pulmões por espectometria de massa revelou aumento da 

concentração de V, S e Mn em áreas com aumento de eosinófilos. 

O Fe, componente metálico importante da queima de combustíveis, 

tem correlação positiva com o aumento da produção de EROs. Aust et al [65] 

mostraram um aumento da produção de EROs em cultura de células 

epiteliais pulmonares humanas, quando da exposição à partículas finas e 

ultrafinas, apontando para os metais como causadores do stress oxidativo 

celular [65]. Além disso, o Fe pode também induzir a formação de radicais 

livres, levando a stress oxidativo grave [66]. 

Em outro estudo Molinelli et al [67] mostra através de estudos “in vivo” 

e “in vitro” a importância dos metais na produção de mediadores químicos e 

formação de EROs. Exposição de cultura de células e intubação de 

camundongos com concentrado atmosférico da região do vale de Utah, 

EUA, apresentou resultados diferentes quando da retirada de metais por um 

quelante. Na exposição ao concentrado com quelante, houve diminuição da 

expressão da resposta inflamatória (medida por polimorfonucleados no 

lavado brônquico), IL-8 e na produção de EROs, apontando para um 

importante papel dos metais nas lesões causadas por partículas finas e 

ultrafinas [67]. Estes achados são condizentes com o estudo de 

Schaumann et al [68], onde a exposição à partículas ricas em metais 
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induziram maior produção de mediadores químicos e geração de radicais 

oxidantes em células do lavado brônquioalveolar. 

Embora não se tenha certeza de quais grupos de metais estariam 

mais relacionados à lesão pulmonar, a literatura aponta o V, Fe, Zn, Cu e Ni 

como os mais potencialmente importantes [48]. 

 

 

1.5  Histórico sobre o estudo da caracterização elementar e 

deposição das partículas no pulmão 

 

O estudo da composição e distribuição das partículas depositadas nos 

pulmões data do início da década de cinqüenta. Estes estudos mais antigos, 

de análise de elementos depositados nos pulmões, utilizavam técnicas 

destrutivas como a microincineração [69, 70]. Além de indireta e tediosa, não 

detalhava os múltiplos elementos. Outra técnica utilizada era a análise por 

“microprobe” eletrônico, que embora não destrutiva, não permitia multianálise e 

apresentava tempo de coleta de informações muito longo [71, 72]  

O amplo estudo da deposição destas partículas nos pulmões e de sua 

composição química aliado às alterações morfológicas pulmonares começou 

na década de setenta, com o advento da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) associada à espectometria de raios-X por dispersão de 

energia (RX-DE), que permitiu análise multielementar de partículas 

simultaneamente à visualização pelo MEV, para elementos com número 

atômico maior do que 8, através de excitação por um feixe de elétrons. O 
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feixe de elétrons originado a partir do MEV gera um número de sinais 

quando interage com o material. Os elétrons secundários são um produto 

desta excitação, que podem ser coletados e convertidos em alta resolução 

gerando a imagem [73]. A análise da composição metálica do material se dá 

pela análise da emissão de raios-x, outro substrato da excitação causado no 

material a partir do feixe de elétrons.  

Funahashi et al publicaram dois trabalhos de referência nesta época 

com os modelos para estudo de cortes histológicos de pulmão no MEV, com 

ênfase na caracterização dos elementos inorgânicos encontrados [73, 74]. 

No estudo mais antigo, de 1975 [74] foram realizados cortes de parafina 

para o exame no MEV e para confecção de lâminas de HE para avaliação 

simultânea em microscopia óptica. Os resultados mostraram uma correlação 

positiva quanto à concentração de sílica nas áreas de nódulos silicóticos e 

traves alveolares (p<0,005). Como o trabalho lida com aumentos de até 

100x, muitas áreas não correspondentes ao tecido pulmonar foram 

analisadas. Para correção, foi feita uma curva de regressão e notou-se que a 

concentração de enxofre, um elemento com presença constante nas 

análises, poderia ser utilizada para se determinar a quantidade de tecido a 

ser analisada, já que existia uma correlação positiva entre a concentração de 

silício e enxofre tanto em pacientes controles quanto em pacientes com 

silicose. Quando aplicada, esta correlação Si/S mostrou uma significância 

ainda maior comparada com a concentração de Si sozinho em indivíduos 

com silicose (p<0,001), diminuindo desta forma a interferência das áreas 

sem parênquima pulmonar. Esta relação Si/S foi utilizada como fator de 
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correção em vários outros estudos conseqüentes [73, 75-77]. Em um estudo 

de 1977 [73], Funahashi et al detalharam a metodologia para estudo de 

elementos inorgânicos em tecidos proveniente de pacientes com 

pneumoconioses, e testaram diferentes espessuras de cortes para a 

realização de análise. A espessura de 10μm mostrou uma correlação Si/S 

maior, o que permitiu uma maior fidedignidade no estudo de parênquima 

pulmonar, com menor interferência de contaminantes.  

Esta técnica de estudo, através de avaliação direta de cortes de 

parafina, foi utilizada em inúmeros trabalhos conseqüentes. Brody et al [78] 

estudaram  1976 pacientes com diagnóstico de asbestose, silicose e pleurite 

através do MEV e RX-DE, com cortes de parafina dos casos e material 

digerido, comparando os achados pelos dois métodos. Tanto nos casos de 

silicose, quanto nos casos de pacientes com pleurite encontraram-se 

diversos tipos de elementos, gerando a possibilidade de pluralidade na 

relação causa-efeito de lesão pulmonar. 

No final da década de setenta, Abraham fez duas revisões amplas 

estabelecendo metodologia e aplicações diagnósticas para o método de 

análise de partículas por raios-X aliados à MEV[79, 80]. Nestas duas revisões 

de 1979, Abraham pôde rever os detalhes de estudo através da MEV. 

Segundo o autor, os estudos com MEV e microanálise devem ser 

reservados aos casos bem documentados em estudo histológico, de 

correlação com história clínica. Biópsias transbrônquicas podem também ser 

utilizadas, como pesquisa de elementos depositados em regiões 

peribronquiolares, o que na microscopia óptica pode corresponder à antracose 
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ou à área de espessamento fibroso. Os trabalhos cursam também sobre as 

técnicas de preparo do material, que deve ser cortado da mesma maneira do 

que para estudo histológico e colocado em placas de carbono para posterior 

análise no MEV. Além de detalhada atenção com possível contaminação 

exógena durante o preparo do material, o que poderia falsear os resultados 

obtidos. Abraham relata ainda sobre os metais endógenos que podiam desviar 

os resultados, como os depósitos de hemossiderina e as áreas de calcificação.  

Já na década de oitenta, Siegesmund et al[76], junto com Funahashi, 

continuaram os estudos da década anterior, estudando casos de silicose, 

pneumoconioses sem  exposição à sílica e casos controle. Os dados 

relatados são na forma de relação Si/S. Encontrou-se uma correlação 

positiva entre altos níveis de Si e pacientes com silicose. O autor relata 

ainda que o estudo feito em aumentos menores (100x, no caso) possibilitava 

uma análise mais global do pulmão, enquanto que o estudo com maiores 

aumentos permitia a análise elementar de partículas isoladas, mas não 

contemplava as alterações pulmonares como um todo. Outro estudo dos 

mesmos autores, ainda na década de oitenta, correlacionou a concentração 

de elementos e particularmente Si, ainda usando a relação Si/S com a 

espessura de traves alveolares. A correlação do achado de Si com a variação 

de espessura do septo foi significante (p<0,0001), sendo significante 

também quando correlacionada com Al (p<0,0001) e Mg (p<0,01).  

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) pode também ser 

utilizada na pesquisa de partículas e seu perfil elementar. Em 1980, Hayashi et 

al[81] fizeram um estudo através de MET e RX-DE. A partir da morfologia das 
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partículas aliada á sua composição eles puderam caracterizar estas partículas, 

correlacionado-as com as diferentes pneumoconioses. O MEV, porém, tem 

vantagens quanto á correlação com alterações morfológicas pulmonares, 

através da correlação direta com a imagem histológica convencional. 

O perfil elementar foi também caracterizado quanto á sua distribuição 

interlobar e hábitos dos indivíduos. Em 1982, Bartsch et al [42] estudaram a 

diferença de concentração dos elementos no pulmão segundo sua 

distribuição nos lobos e linfonodos hilares, através de espectometria de 

fluorescência de RX. O estudo mostrou que um grupo de elementos como o 

K, Ca, Cu, Zn e Rb não apresentava diferença quanto à localização nos 

cinco lobos pulmonares e um segundo grupo composto por Ti, Cr, Ni e Sr 

aparecia em um gradiente de concentração progressivamente maior, da 

base para o ápice, seguindo as áreas de maior ventilação pulmonar, o que 

sugeria que o segundo grupo estaria relacionado à exposição ambiental e o 

primeiro grupo seria composto de elementos constituintes do pulmão. 

A  distribuição interlobar de deposição dos metais no pulmão foi também 

estudada por Tsuchiyama et al [82], que comparou a distribuição e 

concentração dos metais com variação interlobar e interpessoal em 

moradores de Nagoya, Japão. Neste estudo, os autores mostraram, através 

de FRX-DE, uma tendência a maior concentração de partículas nos lobos 

superiores. Al e Cr mostraram maior concentração em homens e o hábito de 

fumar levou a um aumento na concentração de Cd, Pb, Cr e Ni, 

possivelmente explicado pela presença de metais no cigarro e alteração da 

função ciliar destes pacientes. Achados semelhantes quanto ao fumo foram 
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encontrados por García et al em um estudo de 2001 [83], onde se estudou a 

concentração de metais em diversos tecidos através de análise por 

espectometria de massa, sendo identificado um aumento da concentração 

de Cd, Cu e Ni em pulmões de pacientes fumantes. 

Em 1991, Takemoto et al [84] estudaram 2.274 autopsias no Japão, 

com coleta do lobo superior do pulmão direito e posterior digestão com 

estudo por espectometria de absorção atômica. O estudo comparou a 

concentração de metais nesta região e sua distribuição quanto ao gênero, 

idade, relação com enfisema e com a causa de morte, mostrando aumento 

da concentração de Cr, Pb e Ni com a idade, grupo de metais apontados 

pelo autor como mais relacionados à exposição à poluição. 

A técnica de análise por RX-DE das partículas depositadas no pulmão 

não se restringe somente ao estudo de cortes histológicos. Johnson et al [85], 

em 1986, estudaram a composição e morfologia de partículas encontradas 

em lavado bronquíolo-alveolar em casos de pacientes com pneumoconiose 

e exposição conhecida à elementos pesados e pacientes sem história de 

exposição prévia. O lavado é apontado como uma forma de método não 

invasivo para determinação de deposição de partículas utilizando-se a 

microanálise por raios-X. 

As áreas de depósito de antracose foram estudadas em um trabalho 

de 1990 [75], em indivíduos provenientes de uma área urbana e de uma 

área rural do Japão comparando alguns achados como gênero, tipo de 

trabalho, fumo e concentração de antracose. As amostras foram digeridas, 

dando-se preferência às áreas de maior concentração de antracose. 
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O elemento mais encontrado nas análises foi o Si, seguido do Mg, Fe, Ca e Al. 

Os casos provenientes da área mais urbanizada mostraram uma maior 

área de antracose e houve diferenças quanto a composição metálica 

destas áreas, com maior concentração de Si e Al nos pulmões da área 

rural em ambos os sexos, elementos mais relacionados a re-suspensão 

do solo. Entre os fumantes, embora não houvesse diferença entre a 

concentração de partículas, em comparação com não-fumantes, houve 

maior presença de Ca e Fe (para homens) e Cu (para mulheres). Entre 

os casos de neoplasia pulmonar, encontrou-se maior presença de 

elementos traço como Cu, Cr, Pb e Ni, o que segundo o autor pode estar 

relacionado à etiologia destes metais pesados na carcinogênese pulmonar. 

O estudo também aponta uma maior concentração de partículas nas 

áreas de antracose de pulmões masculinos, possivelmente relacionado 

ao estilo de vida. 

O perfil elementar das partículas foi também estudado para indicar 

alterações de regiões específicas do pulmão. Ferrer et al em um estudo de 

1994 [86], estudaram por MEV e RX-DE regiões da pleura visceral, parietal e 

pulmão (lobo inferior) de pacientes controle, com história de exposição à 

sílica e com diagnóstico histológico de silicose. Usando o coeficiente 

elemento/S anteriormente descrito por Funahashi et al [74], os autores 

mostraram que através da concentração de sílica em material da pleura era 

possível fazer a distinção entre pacientes com silicose e pacientes sem 

história de exposição à doença. Porém, um nível baixo deste mesmo 

elemento não permitia afastar o diagnóstico de silicose. 
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O linfonodo hilar foi também estudado, em um trabalho feito por 

Rogero et al [41], com casos controle e casos com doença ocupacional. Os 

achados de elementos dos linfonodos foram os mesmos encontrados no 

tecido pulmonar, apontando o linfonodo como porto final de deposição de 

partículas. Além disso, de forma geral, os elementos tinham uma maior 

concentração nos indivíduos doentes do que no caso controle, apontando 

para o fato de que vários elementos são encontrados no pulmão como 

conseqüência da exposição à poluição e ao ato de fumar [41]. 

Técnicas mais modernas para detecção de metais no pulmão incluem 

a micro análise por emissão de raios-X “in air” (“in-air” micro PIXE) [87]. 

A técnica permite a estimulação de uma pequena área do pulmão com 

mapeamento dos metais na região, sem auxílio de um microscópio, tendo 

como principal vantagem o estudo detalhado de pequenas áreas de tecido 

com correlação morfológica. 

Em relação à concentração dos elementos e neoplasias, Drake et al [88], 

examinaram diferentes concentrações de elementos traços em tecidos 

neoplásicos e não neoplásicos oriundos de pulmão, mama e cólon, com 

achado de diminuição significante de Cr,Pb,Cu e Zn em amostras neoplásicas. 

Mais recentemente, De Palma et al [89] estudaram 57 pacientes na 

Catalunha analisando a presença de metais em 45 casos de carcinoma não 

pequenas células do pulmão e 8 casos controle. Os metais estudados foram 

os mais classicamente relacionados à carcinogênese, classificados como 

carcinogênicos classe 1 pela Agência Internacional de pesquisa em Câncer 

(IARC). Foram encontrados níveis elevados de Ni, Cd e Pb em casos com 

neoplasia comparados com os casos controle. Os níveis destes elementos 

estavam também mais relacionados com o hábito de fumar.  
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O mesmo grupo catalão apresentou ainda, no mesmo ano, um estudo 

de meta-análise de trabalhos publicados na área, de 1980 a 2007, através 

de pesquisa na base de dados “pubmed” [90]. Vários dados foram avaliados, 

como ano de publicação, tipo e tamanho da população estudada e metais 

pesquisados. Foram revisados 37 trabalhos, sendo que a maioria obteve 

estudos a partir de material congelado. Os métodos mais implicados na 

análise foram absorção atômica e ativação por nêutrons. A maioria dos 

trabalhos compara casos controle e expostos, ou fumantes, e é feita 

distribuição quanto à idade e gênero. O resultado da meta-análise mostra 

que Zn e Cu foram os elementos mais freqüentemente encontrados, 

seguidos de Cr e Pb. O estudo ainda conclui que certas precauções como 

evitar a contaminação por metais durante a obtenção, manuseio e estoque 

do tecido e estudar material de mesmas regiões do pulmão deviam ser 

tomadas a fim de uma análise mais fidedigna. O uso de formol não foi 

desaconselhado, mas salientou-se sua influência na composição metálica 

dos tecidos, sendo necessária a desconsideração na análise final por 

possível contaminação deste fixador. 

 

 

1.6  Captura por microdissecção a laser 

 

Desde o advento da microdissecção a laser (ML), em meados da 

década de 90, tem sido possível conseguir através de um método rápido e 

eficaz, a coleta de células a partir de visualização microscópica direta [91-93]. 



Introdução 

 

22

A técnica de ML evoluiu rapidamente desde seus primeiros relatos [94]. 

Vários aparelhos, de diferentes fabricantes, foram desenvolvidos desde 

então nos Estados Unidos e Europa, sendo o método de captura por 

microdissecção a laser (CML) um dos mais utilizados. Tal método consiste 

em captura da área de interesse a partir de uma lâmina com presença de um 

micropolímero na superfície [93]. Neste método, a área a ser microdissecada 

é escolhida a partir de um corte fino na lâmina (5μm), sendo cortada pelo 

feixe de laser de nitrogênio com pulso de 337nm e diâmetro de 1 micron. 

As áreas selecionadas são então ejetadas para a capa do tubo coletor. 

O mecanismo que possibilita esta catapultagem é um fóton de alta densidade, 

que se forma abaixo da amostra, impulsionando-a contra a lei da gravidade 

até o tubo [95]. Toda a visualização e escolha da área de interesse a ser 

microdissecada pode ser feita pela tela do computador, sendo possível 

calcular as áreas dos campos escolhidos. O sucesso da ação é comprovado 

pela evidência da área negativa no tecido referente à área de corte [91].  

Muitas são as aplicações deste método na medicina moderna. Tem-

se usado a CML para fins diversos, como experimentos com fertilização “in 

vitro”, biópsia de blastômeros, extração de DNA e RNA, estudo genômico, 

proteinômico, embriogênese, progressão tumoral e doenças degenerativas 

cerebrais [91-93, 95, 96]. 

Em um estudo de 2004 [97], Roberts et al aliam pela primeira vez a CML 

com o estudo de deposição de partículas ambientais. O estudo analisa a 

deposição de partículas quando da exposição ao “residual oil fly ash” (ROFA) 

em pulmões de ratos expostos a estas partículas e à solução salina. Utilizando-
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se a CML, foram isoladas células das vias áreas dos animais expostos e 

estudadas as alterações nos sinais intracelulares de ativação do fator de 

transcrição p-ERK, que se mostraram aumentados quando da exposição à 

poeira, resultados semelhantes a estudos prévios “in vitro”, provando pela 

primeira vez a aplicabilidade da CML para determinação de lesão pulmonar 

aguda induzida por poluentes atmosféricos. Em 2006, Liu et al [98] estudaram a 

composição metálica de placas amilóides na doença de Alzheimer através de 

microscopia de fluorescência de raio-X. Estas placas amilóides foram 

microdissecadas através de CML, com posterior análise elementar por 

fluorescência de raio-X, evidenciando mais esta utilidade para a CML [98]. 

 



 

2  Justificativa 
 



Justificativa 

 

25

 

 

 

É de extrema importância o estudo da composição elementar das 

partículas retidas no pulmão, pois sua composição elementar está 

relacionada à sua toxicidade, podendo entender como a exposição aos 

poluentes leva ao desenvolvimento de doenças pulmonares.  Desta forma, 

no presente estudo, aplicamos a CML para isolar áreas de interesse no 

pulmão, como vias aéreas centrais, periféricas, região subpleural e 

linfonodos, para determinação da composição elementar de partículas 

retidas através de estudo por MEV e RX-DE. A técnica CML permite acessar 

e isolar áreas de interesse visualizadas no microscópio, tornando a análise 

mais minuciosa, conseguindo desta forma analisar o pulmão de forma mais 

representativa sem necessidade de múltiplas medições. Comparamos este 

método com a análise de cortes teciduais de blocos de parafina diretamente 

no MEV, consagrada na literatura. 

 

 



 

 

3  Objetivos 
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 Comparar a composição elementar das partículas retidas nas regiões 

peribrônquica, peribronquiolar, subpleural e em linfonodos hilares, 

através de CML com análise por MEV aliada à RX-DE em amostras de 

pacientes de São Paulo e São José do Rio Preto, tentando estabelecer o 

perfil elementar de retenção destas partículas ao longo da árvore 

traqueobrônquica.   

 Comparar a composição elementar das partículas retidas nestas 

mesmas regiões do parênquima pulmonar entre as duas cidades, 

tentando determinar possíveis diferenças segundo os diferentes padrões 

de exposição ambiental. 

 Testar a eficácia da captura por microdissecção a laser como método 

para selecionar regiões específicas do pulmão para avaliação elementar 

de deposição de partículas, comparando-a com a técnica de análise por 

corte de parafina. 

 



 

 

4  Métodos  
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Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (CAPPesq-FMUSP) 

(Anexo 1).   

 

 

4.1  Seleção dos casos 

 

Os casos para estudo foram selecionados no Serviço de Verificação 

de Óbitos da Capital (SVO-USP) e na Faculdade de Medicina de São José 

do Rio Preto, segundo os seguintes parâmetros: pacientes com idade entre 

30 e 70 anos, que viveram pelo menos 30 anos na cidade de realização da 

autópsia, não fumantes, sem história prévia de doença respiratória. Para 

cada caso, a escolha foi feita após contato com um membro da família, que 

foi devidamente informado a respeito do objetivo da pesquisa de acordo com 

uma carta informativa de consentimento assinada pelo pesquisador e pelo 

responsável do paciente (Anexo 2). Após o consentimento, foi realizada uma 

entrevista, com coleta de dados de antecedentes pessoais, história de uso 

de medicamentos, ocupação atual e prévia. Dados adicionais do resultado 

da autópsia, doença básica, causas contributivas e relacionadas à morte do 

paciente foram acrescentadas ao protocolo. 
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Durante a realização da autópsia, os pulmões foram avaliados pelo 

pesquisador patologista, e a presença de alterações macroscópicas de doença 

pulmonar ou comprometimento pulmonar por doença sistêmica (como por 

exemplo, bronquiectasias, tuberculose, outras doenças infecciosas, pacientes 

com história de doenças do colágeno ou linfangite carcinomatosa) foram 

avaliados, sendo que a presença destas alterações excluía o caso do estudo. 

 

 

4.2  Locais de Estudo  

 

A cidade de São Paulo (SP) é a maior cidade da América do Sul, com 

uma população urbana de aproximadamente 11 milhões de pessoas. 

Em SP, o tráfego veicular é a principal fonte de poluição atmosférica, com 

concentrações de MP10, MP2,5 e NO2 normalmente encontradas acima dos 

níveis aceitáveis [21, 99, 100], com a concentração anual de MP2,5 de 

aproximadamente 25 μg/m3 [99]. São José do Rio Preto (SJRP) é uma 

cidade com um milhão de habitantes (Grande SJRP), distando 

aproximadamente 600 km de SP. A economia regional é baseada na 

produção agropecuária integrada às atividades agroindustriais, com a área 

urbana da cidade circundada por plantações de cana de açúcar [109]. 

Embora não haja caracterização detalhada das partículas ambientais na 

área ou monitoramento da poluição atmosférica, acredita-se que a maior 

parte do MP venha da queima da cana de açúcar [23, 24], com uma 

pequena contribuição de uma frota de aproximadamente 200.000 veículos. 



Métodos 

 

31

Uma campanha conduzida em Julho de 2007 mostrou que as concentrações 

diárias de 2,5 foram por volta de 13 μg/m3, 50% mais baixas que as 

encontradas em São Paulo [99].  

Estas duas cidades possuem um Sistema de Verificação de Óbitos, 

onde habitantes que morreram de causa natural, mas sem uma causa clara 

de morte, são submetidos à autópsia para determinação da causa mortis.  

 

 

4.3  Coleta e processamento do material  

 

Para a coleta do material, os utensílios usados foram lavados entre os 

casos e foram utilizadas luvas sem talco a fim de evitar ao máximo a 

contaminação. Após a retirada do pulmão direito, foi colhido material de três 

localizações distintas do lobo médio: região central (C) (próxima ao hilo 

pulmonar), região periférica (P) (subpleural e peribronquiolar) e linfonodo 

hilar (L). O material coletado foi então armazenado em formaldeído 10 % em 

diferentes recipientes. Para todos os casos, o material coletado em formol foi 

fixado por uma média de 5 dias, sendo posteriormente separado para 

inclusão em bloco de parafina. Foram feitos cortes do material emblocado 

novamente, evitando-se a contaminação através de uso de luvas sem talco e 

lavagem do material utilizado entre os cortes. 

Para cada caso, foram realizados cortes de 5 μm e corados pela técnica 

de hematoxilina eosina (HE). Os casos foram estudados histologicamente para 

confirmar a preservação do tecido e para escolha das áreas de antracose nas 
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regiões peribrônquicas, peribroquiolares, subpleurais e no linfonodo hilar, para 

posterior microdissecção a laser e análise por microscopia eletrônica.  

A análise no MEV foi realizada a partir de material obtido pelas duas 

metodologias propostas: captura por microdissecção a laser (CML) e cortes 

de parafina. 

Para microdissecção a laser foram realizados cortes em lâminas de 

membrana de teraptalato de polietileno (PET) (Carl Zeiss, Munique, Alemanha), 

especiais para CML. Estas lâminas receberam tratamento prévio com exposição 

à luz ultravioleta por trinta minutos para melhorar a fixação do corte a área 

membranosa. Cortes de 10 μm de espessura [73] foram feitos com coloração 

com HE para facilitar a visualização das áreas a serem microdissecadas. 

Os casos foram microdissecados usando-se o sistema P.A.L.M 

Microbeam IP Z (Carls Zeiss, Munique, Alemanha), aliado ao microscópio Zeiss 

Axiovert 200 (Carl Zeiss, Munique, Alemanha), no laboratório de Biologia 

Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Esta 

aparelhagem é integrada a um computador com o P.A.L.M Robot Software 

(Carls Weiss, Munique, Alemanha) (Figura 1). A microdissecção foi realizada 

em 4 locais distintos: região subpleural (P), região peribrônquica (C), 

peribronquiolar (B) e linfonodo hilar (L), locais suspeitos para maior deposição 

de partículas, em relação a deposição de pigmento de carvão [31]. Nas 

amostras oriundas de material de pulmão periférico, foram dissecadas áreas de 

antracose subpleural (P) e focos de antracose ao redor de bronquíolos 

respiratórios de primeira ordem (B). Em amostras onde não foram visualizadas 

áreas de antracose, foram dissecados focos de maior espessamento septal, 
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correlacionado por Siegesmund et al [77] como áreas de maior deposição de 

material particulado. Nas amostras centrais foram dissecadas áreas de 

deposição de pigmento de carvão peribrônquico e nas amostras de linfonodos 

focos de grande quantidade de antracose foram valorizados (Figuras 2 e 3).  

 

 

Figura 1. Microscópio Zeiss Axiovert 200, utilizado para a CML, que se 

encontra no laboratório de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo 
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Figura 2. Exemplo da escolha de áreas para CML na região subpleural. 

A visualização era feita inicialmente em HE, onde as áreas de antracose 

eram escolhidas. A partir daí, eram desenhados, com auxílio do programa de 

computação, as áreas a serem dissecadas (círculos em vermelho) (10x) 

 

 

Figura 3. Exemplo da escolha de áreas para CML nos linfonodos. 

Assim como nas demais áreas, eram desenhadas 100 regiões de corte para 

cada caso 
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Neste método, a área a ser microdissecada é escolhida, sendo cortada 

com um laser de nitrogênio com pulso de 337 nm e diâmetro de 1 micron. 

As áreas selecionadas são ejetadas para a capa do tubo coletor. O mecanismo 

que possibilita esta catapultagem é um fóton de alta densidade, que se forma 

abaixo da amostra, impulsionando-a contra a lei da gravidade até o tubo [95]. 

Toda a visualização e escolha da área de interesse a ser microdissecada podem 

ser acompanhadas pela tela do computador, onde visualizamos as áreas dos 

campos escolhidos. O sucesso da ação é comprovado pela evidencia da área 

negativa no tecido referente à área de corte [91] (Figuras 4 e 5).   

Para cada amostra a ser microdissecada foi preparado um tubo 

coletor de 5 ml, sendo colocado fita carbono dupla face em sua tampa, a fim 

que os cortes se aderissem e pudessem ser posteriormente analisados no 

MEV. Para a microdissecção, o laser agia com uma energia de 70MW/cm2 

para o corte e com energia de 72 MW/cm2 para a catapultagem final, onde o 

material selecionado era impulsionado à capa do tubo coletor (Figura 6), 

sendo este procedimento repetido para cada região selecionada. Estes 

parâmetros podem ser regulados dependendo da espessura e da qualidade 

do material a ser dissecado [97].  Áreas de espessamento fibroso exigiam 

maior energia de corte e capultamento. Em casos onde o pulso de laser não 

era suficiente para a extração do material, o procedimento foi repetido 

mudando-se os parâmetros estabelecidos.  

Foram feitos 100 cortes em cada região de cada caso, com área 

aproximada de 3000 μm2 somando-se os 100 fragmentos. Grande atenção 

foi dada a esta etapa da microdissecção, pois uma perda de foco pelo 

microscópio prejudicaria a ação do laser. Após a coleta, os tubos foram 

fechados e o material armazenado em dissecador até o preparo para análise 

no MEV. A seqüência de eventos até a obtenção da amostra para análise no 

MEV pode ser observada na figura 7. 
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Figura 4. Após o corte e catapultagem, o sucesso da operação podia ser 

comprovado a partir da visualização das áreas negativas referentes aos 

fragmentos catapultados (10x) 

 

 

Figura 5. Assim, como na figura anterior, no caso do linfonodo, após o corte 

e catapultagem, o sucesso da operação podia ser comprovado a partir da 

visualização das áreas negativas referentes aos fragmentos catapultados 

(10x) 
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Figura 6. As lâminas de PET eram colocadas na bandeja de microdissecção 

e após o corte pelo laser, o material catapultado era coletado na tampa do 

tubo coletor (seta), para posterior preparo para a análise no MEV 

 

 

Figura 7. Seqüência de eventos desde a visualização da área de antracose, 

até a escolha das áreas a serem microdissecadas e o corte pelo pulso de 

laser (em ordem horária). O sucesso da operação pode ser comprovado pela 

visualização das áreas negativas referentes às áreas de antracose dissecadas 
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4.3  Cortes de parafina para posterior análise pelo MEV 

 

O material foi cortado em 10 μm de espessura e posicionado 

diretamente em uma placa de grafite previamente polida [73, 79, 80]. 

As placas de grafite foram encaminhadas para o preparo para o MEV 

(Figura 8). Do mesmo bloco, foi obtida uma lâmina de HE conseqüente, para 

nortear o estudo em busca das áreas de antracose [74, 79]. 

 

 

Figura 8. Placas de grafite com os cortes de tecido de 10 μm de espessura, 

apoiadas em placas de alumínio, para posterior análise no MEV. As placas 

eram posicionadas com a referente identificação, para reconhecimento na 

análise pelo MEV 
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4.4  Análise pelo MEV 

 

A análise pelo MEV foi realizada usando-se um microscópio Quanta 

600 FEG (FEI, Praga, República Tcheca), aliado ao detector de sílica de RX-

DE, modelo XFlash 4030 (Bruker, Berlim, Alemanha), sendo realizada no 

Laboratório de Caracterização Tecnológica da Escola Politécnica da 

Universidade de São Paulo (LCT-POLI). Todos os casos analisados foram 

previamente preparados, utilizando-se o MED-020 “coater” (Bal-Tec, 

Liechtenstein). Este preparo consistia-se em depositar, em vácuo, um filme 

fino de platina sobre as amostras (cerca de 15 nm) para que a condução 

elétrica do feixe de elétrons gerado no MEV ao interagir com a amostra 

fosse adequada. Se esta condução não fosse adequada, a aquisição de 

imagens e a microanálise por dispersão de energia ficariam bastante 

comprometidas. Após o preparo (coating), as amostras foram fixadas em 

suporte de alumínio, utilizando-se fita de carbono dupla face, para então 

serem levadas ao MEV (Figura 9).  

A análise por fluorescência de raios-X é um método quali-quantitativo 

baseado na medida das intensidades (número de raios-X detectados por 

unidade de tempo) dos raios-X característicos emitidos pelos elementos que 

constituem a amostra. Os tubos emitem raios-X ou gama por uma fonte 

radioativa e excitam os elementos constituintes, os quais, por sua vez, 

emitem linhas espectrais com energias características do elemento e cujas 

intensidades estão relacionadas com a concentração do elemento na 

amostra [101].  
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O programa de computação Esprit (Bruker, Berlim, Alemanha), aliado 

ao MEV, interpreta os resultados e identifica os elementos presentes na 

amostra [73]. Desta forma, pode-se obter análise de mais de 80 elementos 

em uma área em questões de minutos ou segundos. 

 

 

Figura 9. Amostras do material dissecado nas tampas dos tubos coletores 

após o preparo para o MEV (coating), apoiadas em placa de alumínio para a 

análise no microscópio de varredura 

 

 

Para as análises microdissecadas, após a acomodação das 

amostras no aparelho, os campos de interesse, ou seja, campos onde 

foram visualizados os fragmentos microdissecados, foram escolhidos em 

um aumento de 200x. Começava-se a visualização da amostra a partir do 

campo direito alto em sentido horário, sendo escolhidas amostras íntegras 
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de preferências em cima das membranas. O aumento mais adeuquado 

para a devida análise das partículas pelo RX foi de 2000x. Neste aumento 

pôde-se notar os detalhes do material e escolher pontos de interesse para 

análise de composição metálica com maior especificidade (pontos na 

imagem de elétrons retroespalhados que mostrassem brilho mais intenso, 

indicando presença de elementos químicos de peso atômicos mais altos, 

normalmente metais), sem causar grande dano a estrutura tecidual. Como 

as amostras eram irregulares em formato e tamanho, optou-se por 

escolher os dois maiores eixos do material e traçar linhas, com escolha 

arbitrária de pontos em cima das linhas, com um espaço de 7 μm entre 

eles. Além destes, eram escolhidos um ponto por quadrante do material 

que fosse coincidente com um ponto de interesse [77]. Esta metodologia 

era repetida até se obter 64 pontos de análise por amostra, ou seja, por 

região de cada caso (Figuras 10 e 11)  

Para as amostras parafinadas, os campos foram escolhidos conforme 

a lâmina de HE obtida juntamente com o corte de parafina, guiando-se pelo 

MEV até o ponto de interesse homólogo a área da lâmina. Estas áreas eram 

facilmente visualizadas pois tinham grande quantidade de elementos 

depositados, como pontos de brilho mais intenso (nível de cinza mais 

elevado que do tecido) na imagem de elétrons retroespalhados do MEV, um 

dos modos de visualização no MEV que facilitava a localização de regiões 

de diferentes composições químicas (níveis de cinza mais escuro indicavam 

presença de elementos químicos mais leves e níveis de cinza mais claro, ou 

seja, brilho intenso, indicavam elementos químicos mais pesados)( Figura 
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12) [79]. As áreas escolhidas foram então visualizadas em aumento de 

2000x, e os campos para amostragem determinados a partir do campo 

superior alto direito sendo escolhido um a cada dois campos. Eram então 

desenhadas grades com linhas horizontais e verticais, programadas pelo 

programa de computação, determinando 12 pontos por campo entre os 

pontos de intersecção das linhas, com distância de 7 μm entre eles. Quatro 

pontos adicionais de interesse, um por quadrante, foram posteriormente 

selecionados, com um total de 16 pontos por campo [77] (Figura 13). 

Após análise de quatro campos, obtinha-se o total de 64 pontos e passava-

se então à amostra seguinte.  

 Tanto na análise do material microdissecado quanto na análise do 

material parafinado, as áreas de buraco ou de relevo acentuado foram 

evitadas. 
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Figura 10. Exemplo de como o material microdissecado era visto no MEV. 

Eram traçadas duas linhas nos dois maiores eixos (linhas tracejadas). 

Os pontos analisados para obtenção do espectro eram coletados a cada 

7μm nas linhas ( pontos azuis) , além de um ponto de interesse por 

quadrante (pontos amarelos). Este procedimento era repetido até obter-se 

64 pontos por amostra. Neste caso, por exemplo, foram obtidos 14 pontos 

 

 

Figura 11. Outro exemplo de material microdissecado, visto no MEV. 

Os pontos analisados, para obtenção do espectro, eram coletados a cada 7μm 

nas linhas ( pontos azuis) , além de um ponto de interesse por quadrante 

(pontos amarelos). Neste caso, por exemplo, foram obtidos 21 pontos. 
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Figura 12. Material obtido através do corte de parafina visualizado no MEV. 

Observa-se aqui a região subpleural, com a área de interesse a ser 

visualizada em maiores aumentos marcada com a seta. Esta área 

correspondia à área de antracose no HE 

 

 

 

Figura 13. Visualização da mesma área marcada com a seta com o aumento de 

2000x para aplicação da grade. Cada região média da linha, entre a intersecção 

das linhas, representa um ponto de análise espectral (pontos azuis), além de 

quatro pontos de interesse (um por quadrante, pontos amarelos) 
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A análise da composição metálica do material se deu através de 

detector especial (cristal de Si) dos raios-x característicos emitidos pela 

amostra quando da interação do feixe de elétrons com a amostra em 

análise. Estes raios-x foram detectados e usados para determinar um sinal 

proporcional à energia emitida de acordo com a composição do material 

excitado. Essa variação de energia foi lida por um software de microanálise 

Esprit (Bruker, Berlim, Alemanha) que gerou uma curva de distribuição com 

picos de energia (espectro de RX-DE), referentes aos diferentes elementos 

químicos que compõem a amostra. O tempo escolhido de exposição ao feixe 

(gerado por corrente de emissão de 20kV) foi de 60 segundos. Dados 

quantitativos da análise foram obtidos em porcentagem de massa de 

elemento para cada espectro, através de cálculos obtidos a partir do valor 

em cps/eV (contagens  por segundo /eletron Volt).  Porém, por tratar-se de 

material não polido (apenas materiais totalmente planos e polidos geram 

dados confiáveis para uma análise quantitativa), os resultados numéricos 

considerados foram uma simples contagem dos pontos com presença de 

metais, considerando a presença ou ausência de um determinado elemento, 

sem valorizar sua intensidade de sinal, caracterizando uma avaliação 

semiquantitativa dos resultados [79] (Tabela 1). 
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Tabela 1. Exemplo de como os espectros eram analisados em uma amostra1 

Espectro Al Si S Cl K Ca Ti Fe Br 

 1  0.742    0.16    

 2 0.23 0.73 1.47 0.11  0.09  0.16  

 3  1.00    0.20    

 4 1.23 1.65 1.25 0.12 0,09 0.14 0.17 1.11  

 5 0.32 0.90 1.50 0.10  0.17  1.04  

 6 0.39 1.14 1.36 0.11  0.29    

 7 0.25 0.79 1.31 0.12  0.23    

 8 0.13 0.47 0.59       

 9  0.99 1.12 0.12  0.21   1.05 

 10  0.28 1.38 1.52 0.11  0.15  0.51  

Valor usado 7 10 8 7 1 9 1 4 1 

1 Devido à irregularidade da superfície do material estudado, os valores obtidos pela análise por RX-

DE (mostrados na tabela) não foram utilizados. Os valores usados foram o da presença ou ausência 

de um elemento em um determinado espectro, de 64 estudados por região por caso. Aqui, um 

exemplo contendo 10 espectros é mostrado. Por exemplo, para o elemento alumínio (Al) o resultado 

seria 7, para o Si 10 , etc.  

2 Valores expressos em porcentagem de massa para cada elemento.  

 

 

4.5  Análise Estatística  

 

Comparações entre SP e SJRP foram feitas para cada região 

analisada (pleura, peribronquico, peribronquiolar e linfonodos) através do 

teste de Mann-Whitney U. As comparações entre o material parafinado e o 

microdissecado foram feitas através do teste de ANOVA.  

Para testar a possibilidade de se distinguir amostras teciduais de 

indivíduos vivendo nas duas áreas de estudo de acordo com a composição 
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elementar das partículas (validação cruzada) empregou-se uma análise 

discriminante “stepwise”, seguida da abordagem “one-out”. A técnica “one-

out” é usada para avaliar a sensibilidade da classificação realizada pelo 

modelo discriminante. Este procedimento exclui um caso do cálculo 

estatístico e verifica a classificação do caso excluído, utilizando coeficientes 

obtidos na sua ausência [102]. Em todos os casos, o nível de significância foi 

ajustado em 5%. A análise estatística foi realizada com a ajuda do programa 

SPSS v15.0 (SPSS Inc, Chicago, EUA). 

 



 

 

5  Resultados 
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5.1  Características das amostras  

 

Vinte e quatro casos foram selecionados, todos não fumantes, com 

causas de morte não pulmonares, sendo quinze casos de SP e nove de 

SJRP. Doze casos eram do sexo masculino e doze do sexo feminino, com 

uma idade média de 65,3 anos e mediana de 67,5 (variação de 38-77). 

As causas de morte incluíam: insuficiência cardíaca, cirrose e sepse. 

Em nenhum caso houve história de exposição a metais ou atividade 

profissional que estivesse relacionada a alguma exposição a metais 

pesados (Tabela 2).  

 

 

5.2  Comparação entre resultados das amostras dos cortes 

de parafina e microdissecadas 

 

Oito casos tiveram amostragem pelos dois métodos, sendo 4 de SP e 

4 de SJRP. Estes casos foram comparados quanto à composição elementar 

de partículas retidas em regiões subpleurais, peribrônquicas e linfonodos, 

determinadas pela análise pela RX-DE aliado ao MEV, pelo teste de 

ANOVA. Valores referentes à média e desvio padrão estão apresentados na 

tabela 3. Somente elementos até o Cu foram mostrados. Elementos de Sb a 
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W foram encontrados em alguns casos, com sinais traço sendo interpretados 

como variação de exposição individual. Quando comparadas as regiões 

subpleurais independentemente da origem (SP ou SJRP), houve uma 

diferença significante para a análise do Al (p=0,001) , Si (p=0,018) e Br 

(p<0.001) , mais presente no  material dissecado e para o Ca (p<0.001) mais 

presente nos cortes de parafina. Para as regiões centrais, houve diferença 

significante para o Al (p=0,005) , Si (p=0,007), Cl (p<0.001) e Br (p=0,001), 

mais freqüentemente encontrados no material microdissecado e para o Mg 

(p= 0,29) e Ca (p<0.001) mais encontrado  nos cortes de parafina. Na 

análise dos linfonodos, novamente Cl (p<0.001) e Br (p<0.001) mostraram 

diferença significante com maior presença em material microdissecado, e 

Mg (p=0,38), K (p=0,39) e Ca (p<0.001) mostraram diferença significante 

com maior presença nos cortes de parafina. 
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Tabela 2. Lista dos casos de acordo com gênero, causas de óbito, ocupação 

e tempo vivendo na cidade 

Abreviaturas: H (homem), M (mulher), SP (São Paulo), SJRP (São José do Rio Preto), IAM (Infarto 

Agudo do Miocárdio) 

1 Dados expressos em mediana e variação.  

 

 

 

 SP 

(n=15) 

SJRP 

(n=9) 

TOTAL 

(n=24) 

Gênero (H/M)  9/6 4/5 13/11 

Idade (anos)1 67 (38-90) 70 (41-77) 67.5 (38-90) 

Tempo vivendo na cidade (anos)1 45 (30-75) 43 (30-65) 44 (30-75) 

Ocupação  Faxineiro: 1 

Pedreiro: 1 

Advogado: 1 

Aposentado: 3 

Cozinheiro: 1 

Professor: 1 

Secretária: 1 

Encanador: 1  

Do lar :5 

 

Pedreiro: 1 

Aposentado: 5 

Do lar: 3 

 

 

Causa de  óbito Edema cerebral: 2 

IAM: 3 

Sepse: 2 

Insuficiência renal: 2 

Miocardia 
Hipertrófica: 1 

Tamponamento 
Cardíaco: 2 

Insuficiência 
Hepática:1 

Hemorragia 
Cerebral: 2 

Edema cerebral :2 

IAM: 4 

Sepse: 1 

Insuficiência renal: 1 

Cirrose: 1 

 

Edema cerebral: 4 

IAM: 7 

Sepse: 3 

Insuficiência renal: 3

Miocardia 
Hipertrófica: 1 

Tamponamento 
Cardíaco: 2 

Insuficiência 
Hepática :1 

Hemorragia 
Cerebral: 2 

Cirrose: 1 
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Tabela 3. Dados dos números de pontos contendo elementos, expresso em média e desvio padrão de pontos contendo cada 

elemento, por região do pulmão e método empregado. n=8 

Abreviaturas : CML- Captura por microdissecção a laser; DP- Desvio Padrão 

1 (p=0,001), 2 (p=0,018), 3 (p<0.001), 4 (p<0.001) 5 (p=0,005), 6 (p=0,007), 7 (p<0.001), 8 (p=0,001), 9 (p=0,29), 10 (p<0.001), 11 (p<0.001), 12 (p<0.001) 13 (p=0,38), 
14 (p=0,39 ) e 15 (p<0.001).   

 

 

Região  Método   Na Mg Al Si P S Cl K Ca Ti Fe Br Zn Cr Mn Cu 

Subpleural 

CML Média 

DP 

6,51 

7,38 

1,5 

2,44 

50,25 

13,35 

50,882 

13,58 

0,25 

0,46 

39,75 

15,11 

42,38 

10,25 

4,63 

7,78 

6,5 

5,55 

1,75 

2,55 

12,38 

16,63 

20,633 

14,06 

0,13 

0,35 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

Parafina Média 

DP 

1,38 

2,66 

11,38 

11,21 

22,88 

19,16 

24,0 

19,90 

0,00 

0,00 

46,63 

16,06 

2,38 

2,61 

6,75 

8,92 

48,54 

18,80 

8,88 

12,63 

16,63 

17,68 

0,00 

0,00 

0,13 

0,35 

0,00 

0,00 

0,13 

0,35 

0,00 

0,00 

Linfonodo 

CML Média 

DP 

1,63 

1,68 

6,00 

7,17 

59,13 

3,98 

58,00 

6,59 

0,00 

0,00 

34,63 

15,52 

37,2511 

8,59 

11,38 

10,37 

9,00 

2,77 

17,63 

13,43 

27,38 

11,25 

14,8812 

8,80 

0,00 

0,00 

0,13 

0,35 

0,25 

0,46 

0,13 

0,35 

Parafina Media 

DP 

7,63 

11,52 

15,3813 

9,05 

55,50 

6,48 

55,88 

5,27 

0,50 

1,06 

49,38 

15,26 

2,13 

2,64 

23,0014 

9,98 

44,2515 

15,29 

24,25 

14,26 

33,50 

8,55 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,38 

0,74 

1,88 

3,18 

0,25 

0,46 

peribrônquico 

CML Media 

DP 

1,38 

2,66 

1,50 

2,44 

50,25 5

13,35 

54,006 

19,90 

0,25 

0,46 

39,75 

15,11 

42,387 

10,25 

4,63 

7,78 

6,50 

5,55 

1,75 

2,55 

12,38 

16,63 

20,638 

14,06 

0,13 

0,35 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

Parafina Media 

DP 

6,50 

7,38 

11,389 

11,21 

22,88 

19,16 

24,00 

19,90 

0,00 

0,00 

46,63 

16,06 

2,38 

2,61 

6,75 

8,92 

48,5010 

18,80 

8,88 

12,63 

16,63 

17,68 

0,00 

0,00 

0,13 

0,35 

0,00 

0,00 

0,13 

0,35 

0,00 

0,00 



Resultados 

 

53

5.3  Local de deposição na árvore traqueobrônquica 

 

A análise da distribuição dos elementos ao longo da árvore 

traqueobrônquica sem considerar o tipo de exposição à poluição, ou seja, a 

origem da amostra, mostrou dois padrões distintos de distribuição, com dois 

grupos de elementos. (figuras 14 e 15). Um grupo mostrou uma tendência de 

distribuição com deposição bronquiolar (S, Cl, Ca e Br), e outro (formado por 

Na, Mg, Si, K,Ti e Fe) foi mais encontrado em linfonodos. Quando esses dois 

grupos foram comparados usando-se o teste de t independente, o grupo 

com distribuição peribronquiolar mostrou uma diferença significante para os 

elementos S, Ca e Br com p=0,001, p=0,021 e p=0,035, respectivamente. 

No grupo com distribuição linfonodal, houve uma diferença significante para 

os elementos Mg, Si, K eTi, com p=0,013, p=0,021, p=0,001 e p=0,001, 

respectivamente.  
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Figura 14. Distribuição dos elementos mais comumente encontrados na 

região peribronquiolar. P(subpleural); B (peribronquiolar); L (linfonodo); C 

(peribrônquico) 
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Figura 15. Distribuição dos elementos mais comumente encontrados em 

linfonodos. P (subpleural); B (peribronquiolar); L (linfonodo); C (peribrônquico) 
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5.4  Análise Discriminante 

 

A figura 16 mostra os resultados quando a análise discriminante 

“stepwise” foi realizada (seguida da abordagem “one-out”). As regiões 

subpleurais, peribronquiolares e linfonodos mostraram níveis de discriminação 

de 70%, 70 % e 87%, respectivamente. A região peribrônquica mostrou uma 

tendência de acumulação de partículas em pulmões paulistanos, com 95,8 % 

de discriminação sem utilização da abordagem “one-out” e 91,7% na 

utilização desta, indicando que o modelo em questão era confiável (Tabela 3). 

Os elementos responsáveis por essa discriminação foram o Al, Fe e Cu 

(mais comumente encontrados em SP) e Cl e Na (mais encontrados em 

amostras de SJRP). 
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Figura 16. Porcentagem de discriminação da origem das amostras (SP ou 

SJRP) através do perfil elementar das partículas depositadas ao longo do 

sistema respiratório. P (região subpleural); B(região peribronquiolar); 

L(linfonodo); C (região peribrônquica) 
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5.5  Comparação entre SP e SJRP 

 

A tabela 4 mostra as medianas e intervalos interquartis referentes ao 

número de pontos encontrados, para cada elemento, em cada região, por 

caso. Somente elementos até o Cu são mostrados. Elementos de Sb a W 

foram encontrados em alguns casos, com sinais traço sendo interpretados 

como variação de exposição individual. Não houve diferença em relação ao 

sexo. Casos de SJRP mostraram uma maior deposição de Cl (p=0,002), 

Br (p=0,001) e Al (p=0,006) em áreas peribronquiolares, assim como o Br 

em região subpleural (p=0,008), Ti em linfonodos (p=0,006) e Cl em áreas 

centrais (p=0,034). Em SP, Fe foi mais significantemente encontrado nas 

regiões centrais (p= 0.041).  
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Tabela 4. Dados dos números de pontos contendo elementos, expresso em mediana e intervalo interquartil (IQR), por região 

do pulmão e cidade de origem. 

Abreviaturas: SJRP – São José do Rio Preto; SP- São Paulo; n- número de casos; IQR- Intervalo interquartil.  

1 (n=9); 2 (n=15), 3 p=(0.008), 4 (p=0.006), 5 (p=0.002), 6 (p=0.001), 7 (p=0.006), 8 (p= 0.034), 9 (p=0.041). 

Região  Origem   Na Mg Al Si P S Cl K Ca Ti Fe Br Zn Cr Mn Cu 

Subpleural  

SJRP1 Mediana 

IQR 

0 

3 

91 

6 

62 

14 

39 

25 

0 

1 

61 

27 

59 

23 

0 

7 

18 

35 

0 

11 

4 

37 
25

3
 

19 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

SP
2
 Mediana 

IQR 

0 

4 

2 

7 

60 

8 

56 

30 

0 

0 

61 

9 

49 

26 

0 

6 

22 

27 

0 

2 

4 

23 

7 

17 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Total Mediana 

IQR 

0 

3 

2 

7 

61 

10 

48 

29 

0 

0 

61 

19 

52 

23 

0 

6 

20 

28 

0 

4 

4 

23 

16 

18 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

peribronquiolar

SJRP Mediana 

IQR 

1 

3 

3 

6 
64

4
 

0 

53 

16 

0 

0 

63 

1 
61

5
 

4 

0 

2 

38 

32 

0 

2 

2 

28 
44

6
 

23 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

SP Mediana 

IQR 

1 

3 

3 

5 

64 

4 

53 

18 

0 

0 

63 

5 

61 

36 

0 

3 

18 

38 

0 

1 

4 

9 

22 

26 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Total Mediana 

IQR 

1 

3 

2.5 

5 

64 

2 

53.5 

17 

0 

0 

63 

2 

58.5 

18 

0 

2 

36 

37 

20 

1 

2.5 

9 

26 

30 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Linfonodo 

SJRP 

 

Mediana 

IQR 

4 

19 

11 

29 

64 

4 

62 

9 

0 

0 

61 

28 

48 

25 

24 

29 

18 

39 
26

7
 

25 

32 

29 

13 

18 

0 

0 

0 

0 

1 

1 

0 

0 

SP Mediana 

IQR 

1 

4 

14 

9 

63 

5 

61 

9 

0 

0 

51 

24 

38 

40 

13 

25 

12 

14 

9 

16 

32 

33 

10 

28 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Total Mediana 

IQR 

1.5 

6 

4 

22 

63 

5 

61.5 

9 

0 

0 

53.5 

23 

45.5 

26 

13 

26 

14.5 

26 

13 

25 

32 

31 

12.5 

23 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

peribrônquico 

SJRP Mediana 

IQR 

0 

5 

0 

4 

62 

20 

54 

15 

0 

0 

62 

21 
58

8
 

20 

0 

1 

9 

14 

0 

1 

0 

2 

17 

29 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

SP Mediana 

IQR 

0 

4 

1 

7 

62 

9 

59 

15 

0 

0 

60 

18 

43 

33 

1 

3 

17 

30 

0 

4 

3 

24
9 

8 

13 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Total Mediana 

IQR 

0 

4 

0.5 

5 

62 

10 

58.5 

14 

0 

0 

60.5 

18 

50.5 

26 

0 

2 

14 

17 

0 

2 

1.5 

10 

14.5 

18 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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Neste estudo mostramos que a composição elementar das partículas 

retidas varia em diferentes regiões do pulmão. Áreas antracóticas dos 

bronquíolos respiratórios e dos linfonodos hilares apresentaram a maior 

freqüência de partículas retidas, mas com padrões de composição elementar 

distintos. Nossos dados também indicam que as áreas peribrônquicas são 

melhor discriminadoras da exposição à poluição do ar pelo indivíduo quando 

comparadas com outras regiões do pulmão. 

Quando se comparou os resultados obtidos através da análise por 

RX-DE aliado ao MEV dos mesmos casos amostrados por dois métodos 

diferentes (parafina e CML), observou-se que a maioria dos elementos não 

apresentava diferença significante na comparação dos dois métodos e nas 

áreas periféricas, áreas com maior retenção de partículas, houve uma maior 

detecção de elementos mais relacionados à exposição ambiental quando se 

utilizava a técnica de microdissecção, o que fundamenta a utilização desta 

metodologia. Este é o primeiro estudo que utiliza CML aliada ao RX-DE e ao 

MEV. A CML é uma alternativa a digestão pulmonar ou análise de cortes de 

parafina e provou ser útil na determinação e comparação do perfil elementar 

de partículas retidas ao longo da árvore traqueobrônquica. 

A deposição de MP já foi classicamente demonstrada em áreas de 

antracose  [30-32], e embora vários trabalhos tenham detalhado a 

concentração de metais no tecido pulmonar, inclusive com detalhamento 
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de variação interlobar e interpessoal, nenhum trabalho até hoje detalhou a 

composição elementar das áreas de antracose em relação a sua 

deposição ao longo da árvore traqueobrônquica, podendo utilizá-la como 

um marcador de poluição para discriminar locais com diferentes níveis e 

tipo de poluição. Neste aspecto, a CML aliada ao MEV e RX-DE foi um 

instrumento útil para discriminar estas áreas, apontando para um diferente 

padrão de deposição para diferentes elementos segundo o tipo de 

poluição que o indivíduo estava exposto.  

Os resultados obtidos quando da comparação entre os oito casos cuja 

análise elementar foi realizada pelas duas metodologias (cortes de parafina 

e micro-dissecado) fundamentaram a CML como método de amostragem 

para análise elementar de partículas retidas nos pulmões e linfonodos. 

Quando se comparam os resultados obtidos pelos mesmos casos na região 

periférica, região correspondente às áreas subpleural e peribronquiolar, 

através das duas metodologias, independentemente da origem do tecido 

(SP ou SJRP), observou-se uma diferença significante para os elementos Al, 

Si, Cl e Br com maior presença no material microdissecado. Somente o Ca 

mostrou-se mais presente na metodologia de cortes de parafina. Quando se 

comparam as outras regiões como os linfonodos e região central, o Al e Si 

passam a não mostrar diferença significante, e o Mg aparece como elemento 

mais presente na análise por parafina nas duas regiões. O fato dos outros 

elementos não mostrarem diferença significante, aliado ao fato da maioria 

dos elementos onde há diferença serem mais encontrados no material 

microdissecado, pode fundamentar a escolha desta metodologia.  
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Para a análise dos cortes de parafina utilizamos cortes de 10 μm de 

espessura, diretamente colocados na placa de grafite. Funahashi et al 

mostraram em seu trabalho de 1977 que cortes de 10μm de espessura eram 

mais fidedignos na interpretação da análise dos elementos, a partir da 

relação de enxofre com a quantidade de tecido analisado [73], já que tinham 

previamente constatado uma importante relação entre o enxofre e a 

quantidade de material pulmonar avaliado, usando a relação Si/S e não a Si 

sozinha, como resultado de concentração deste elemento [74]. Embora 

trabalhos mais antigos que relatam a metodologia para a realização desta 

análise preconizem a desparafinização do corte [73, 77, 79, 103], 

encontramos resultados satisfatórios sem a desparafinização, com cortes de 

10 um. Além disso, a manutenção da parafina possibilitou uma correlação 

direta com os casos obtidos por CML, que também tinham sido obtidos a 

partir de material parafinado. 

A CML apresenta várias vantagens em relação a métodos clássicos 

discutidos na literatura. A digestão enzimática do tecido pulmonar representa 

todo o pulmão, e embora uma análise confiável do que está ocorrendo em 

todo o fragmento seja possível, há perda da correlação morfológica. Ao usar-

se o corte de parafina, embora a correlação morfológica seja mantida, uma 

análise cara e demorada é necessária para se ter uma representatividade 

maior. Desta forma, quando este último método é usado, os estudos são 

conduzidos usando-se menores aumentos e há necessidade da utilização da 

razão elemento/S. Nossos estudos confirmam a grande presença de S no 

parênquima pulmonar, mas a razão elemento/S não foi utilizada, pois a CML 
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discrimina as áreas de interesse a serem estudadas antes da análise pelo 

MEV, com uma melhor representatividade pulmonar, mesmo trabalhando em 

aumentos maiores, com maior detalhamento do estudo elementar das 

partículas e segurança que somente as áreas de interesse estão sendo 

estudadas.  

Uma outra vantagem do método de CML aliado ao MEV é a avaliação 

de múltiplas áreas de interesse em menor tempo. Quando utilizamos cortes 

de parafina, a avaliação é feita somente na área escolhida segundo a lâmina 

de HE, se prestando principalmente ao estudo de pneumoconioses  [73, 74]. 

Já a CML pode ser indicada quando se quer obter a concentração de certo 

elemento em relação a sua distribuição no pulmão, já que estuda vários 

focos de regiões peribronquicas, subpleurais ou peribronquiolares de forma 

mais rápida.  

Durante a realização da CML, porém, houve várias dificuldades. Para 

se obter um número suficiente de amostras para avaliação no MEV, é 

necessário o corte de pelo menos 100 áreas de aproximadamente 30μm2 

cada. Este corte não pode ser feito em maiores proporções, já que o material 

não seria catapultado. Esta dificuldade é notada porque embora haja o corte 

eficiente na maioria dos casos, nem todas as áreas são catapultadas com 

sucesso devido ao tamanho do fragmento. Além disso, na posterior análise 

pelo MEV, várias amostras estavam viradas ao contrário ou grudadas de pé 

na fita adesiva de carbono, o que impossibilitava a análise. Outro grande 

consumo de tempo e trabalho foi refazer os cortes por CML, já que muitas 

vezes mesmo com as 100 áreas dissecadas não havia material suficiente 
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para se obter 64 pontos de análise pelo MEV devido às alterações de 

fixação dos fragmentos à fita dupla face de carbono.  

Em um trabalho recente de meta-análise por Catalani et al [90] 

salientou-se a importância de se considerar a contaminação, quando do 

estudo da concentração de metais no pulmão. Os autores salientam a 

importância de se utilizar luvas sem talco no manuseio das amostras, assim 

como materiais de corte, todos de um mesmo elemento (quando possível) e 

a lavagem dos instrumentos entre análise de um caso e outro. Além disso, a 

eventual contaminação pelo corante, ou pelo formol, também foi discutida, 

sendo necessário desconsiderar estes contaminantes quando da análise da 

concentração [90]. Entretanto, em nosso estudo, todas as amostras 

comparadas foram expostas à mesma fonte de contaminação, já que o 

mesmo formol e mesma coloração foram utilizados para todas as lâminas, 

eliminando assim a influência da contaminação, além dos cuidados das 

luvas e lavagem do material de manipulação das amostras durante o 

trabalho. Além disso, nossa avaliação foi semi-quantitativa, não se levando 

em conta a concentração dos elementos encontrados pelo MEV e RX-DE, o 

que diminui de forma significante a importância de eventual contaminação, já 

que dados absolutos dos elementos não foram utilizados. O RX-DE é um 

método bastante utilizado para análise elementar, mas não é o mais 

adequado para medição de metais pesados (de maior número atômico) 

razão pela qual somente os elementos mais leves foram incluídos em 

nossos resultados.  
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Quanto ao estudo da antracose como “carimbo” da exposição 

ambiental, Souza et al.[30] concluíram em seu estudo que havia uma maior 

concentração de antracose na parede bronquiolar de não fumantes vivendo 

em um ambiente poluído (SP), apontando para um possível papel da 

antracose como biomarcador da exposição a poluentes. Achados 

semelhantes foram relatados por Pinkerton et al [31],onde em uma série de 

casos de autópsias por morte violenta foi vista uma correlação positiva entre 

o grau de antracose e alterações histológicas (fibrose, hipertrofia muscular e 

número de macrófagos intraluminais) nos bronquíolos de primeira, segunda 

e terceira ordem, com achados mais proeminentes nos de primeira ordem. 

Contudo, assim como no estudo anterior, não foi realizada análise elementar, 

e a deposição particular foi relatada somente quantitativamente. Estes 

achados são consistentes com um estudo prévio [2], onde o bronquíolo de 

primeira ordem é apontado como o local de maior deposição particular.  

Churg et al. [32] também relataram uma maior deposição de 

partículas nos bronquíolos respiratórios de habitantes da Cidade do México 

(cidade com altos níveis de MP) quando comparado ao grupo controle 

(Vancouver). Neste relato, quatro pulmões da Cidade do México foram 

escolhidos ao acaso e a mucosa das vias aéreas destes casos foi dissecada 

nos bronquíolos segmentais e sub-segmentais além da carina. Esses tecidos 

foram dissolvidos e as partículas coletadas e analisadas através do MEV e 

FRX-DE. Através desta análise, os autores mostraram que as mesmas 

partículas encontradas no meio ambiente foram encontradas nas vias aéreas 

destes indivíduos, com uma predileção para deposição na carina e 
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bronquíolos sub-segmentais. Nenhum pulmão do grupo controle de 

Vancouver foi processado quanto a este tipo de análise. Estes mesmos 

achados haviam sido parcialmente relatados em um trabalho prévio pelo 

mesmo grupo [33], onde os materiais digeridos das regiões centrais de 

pulmões de habitantes da Cidade do México mostraram partículas com as 

mesmas características das previamente coletadas no meio ambiente, 

provando pela primeira vez a relação entre o MP inalado e as partículas 

depositadas nas vias aéreas, mostrando ainda, que o pigmento enegrecido 

de antracose tem como seu constituinte MP, que entrou e ficou retido na 

parede das vias aéreas. Neste primeiro estudo deste grupo, contudo, não há 

distinção entre áreas centrais e periféricas e também os linfonodos não 

foram estudados. Em 2003, quando as vias aéreas foram dissecadas e o 

perfil elementar das partículas depositadas em diferentes áreas da árvore 

traqueobrônquica foi estudado, a concentração de partículas foi maior nas 

carinas e em bronquíolos de primeira ordem, mas somente quatro casos 

foram estudados, todos da mesma cidade (Cidade do México), excluindo-se 

desta forma a possibilidade de se estudar o padrão de distribuição elementar 

ao longo da árvore traqueobrônquica, de acordo com o tipo de exposição à 

poluição [32]. 

Nosso estudo tentou elucidar o padrão de distribuição elementar ao 

longo da árvore traqueobrônquica , estudando também os linfonodos. Não 

há relato na literatura de estudo semelhante, sendo o primeiro estudo a 

comparar áreas distintas da árvore traqueobrônquica quanto à composição 

elementar de partículas retidas, através do estudo das áreas de antracose.  
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Embora não quantitativo, nossos resultados apontam para uma 

tendência de um aumento de presença de elementos em regiões 

peribronquiolares de acordo com a literatura prévia [31-33]. Alguns 

elementos como S, Cl, Ca e Br mostraram uma clara predileção para 

deposição bronquiolar, enquanto elementos como Na, Mg, Si, K, Ti e Fe foram 

mais comumente encontrados em linfonodos. Isto pode estar relacionado à 

cinética das partículas e sua remoção, com partículas mais solúveis sendo 

mais encontradas nos linfonodos. Os elementos com retenção predominante 

em região peribronquiolar podem ser constituintes de partículas de remoção 

lenta, tendo com isso piores efeitos locais e sendo uma ameaça maior a 

saúde do pulmão. Tal relação causal entre a composição elementar e ação 

local no pulmão, contudo, é difícil de ser assumida, já que as partículas são 

multielementares e diferentes elementos em diferentes concentrações 

podem estar relacionados às lesões do órgão, não sendo possível, neste 

contexto, o estabelecimento de uma simples relação causa-efeito.  

Quando se aplicou a análise discriminante “stepwise”, a única área 

com alto índice de discriminação quanto ao tipo de poluição ao qual aquele 

grupo de indivíduos estava exposto (ou seja, sua origem), através da 

composição elementar das partículas estudadas foi a região central ou 

peribrônquica, com 95,8% de discriminação. Isso significa que através do 

estudo da composição elementar de partículas depositadas nesta região 

consegue-se estabelecer a qual grupo aquele indivíduo pertence (SP ou 

SJRP ) em 95,8% dos casos. Este achado sugere que as regiões proximais 

são melhores discriminadores de exposição à poluição, com um “carimbo” 
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elementar pela antracose. Nosso estudo achou uma predileção pela 

deposição de partículas nas regiões peribronquiolares, mas quando esta 

área foi estudada através da análise discriminante somente 70% dos casos 

foram corretamente discriminados. 

Isto pode ser explicado pelo fato de regiões centrais não serem os 

locais mais comuns para deposição particular, e por esta razão serem 

melhores discriminadores da exposição à poluição do que as vias aéreas 

distais, que são a via final de deposição da maioria das partículas inaladas 

independente de seu histórico de exposição.As vias aéreas centrais figurariam 

então neste cenário como os marcadores de exposição do indivíduo e as vias 

aéreas distais e linfonodos como a grande “lixeira” de partículas inaladas. 

Outro mecanismo que explica a remoção mais lenta de partículas 

nesta região foi relatado em estudos de deposição particular, onde, usando-

se uma técnica que limita a deposição de partículas nas vias aéreas 

proximais, mostrou-se que uma fração substancial das partículas são 

depositadas e removidas de forma lenta das vias aéreas maiores [104]. 

Outro mecanismo de retenção das partículas nas vias aéreas, foi proposto 

por Gehr et al [105, 106], que mostraram em um estudo “in vitro” que 

partículas se depositam no topo da camada gel e acabam sendo puxadas 

para dentro da fase gel, ou até mesmo para camada sol, devido aos 

gradientes de força de tensão superficial na interface gel-sol. As partículas 

que se localizam então sob os cílios são imobilizadas e tem maior predileção 

a ficarem retidas por maior tempo, mostrando que este pode ser o destino 

final para uma quantidade considerável de partículas.  
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Na aplicação da CML para se comparar áreas centrais de SP e SJRP, 

o Cl foi mais claramente encontrado em SJRP e o Fe em SP. Quando os 

pulmões foram comparados nas outras regiões (subpleural, peribronquiolar e 

linfonodos), nossos achados sugerem uma tendência a aumento da presença 

de metais em pulmões do interior. Estes achados são um pouco inesperados, 

mas podem refletir um diferente tipo de exposição desta população do 

interior, já que elementos como Cl e Br podem estar mais relacionados a 

queima de biocombustível, atividade que cresceu recentemente com a 

utilização do álcool como alternativa de combustível, tendo importante papel 

na composição da poluição atmosférica desta região. O achado de Cl nestes 

pulmões poderia também ser justificado pelo uso de pesticidas, compostos 

de clorinas e bromo, usados em áreas rurais [107, 108]. S, Fe e Al foram mais 

comumente encontrados nas áreas peribrônquicas em pulmões paulistanos, 

o que pode refletir a maior exposição à emissão veicular com re-suspensão 

de partículas do asfalto, já que estes elementos estão presentes em queima 

de combustível e no produto de fricção dos pneus no solo.  

 Nossos achados quanto ao estudo dos linfonodos, mostraram 

uma predileção clara para deposição de um grupo de elementos composto 

de Na, Mg, Si, K, Ti e Fe. Entretanto, a análise discriminante não mostrou 

diferenças entre linfonodos de SP e SJRP, devido à grande variedade de 

elementos encontrada nesta região, que acaba sendo o porto final de 

deposição dos elementos após a depuração pulmonar. Assim, os linfonodos 

não se mostraram adequados para discriminar o tipo de exposição à 

poluição, de acordo com relato anterior por Rogero et al. [41], onde não 



Discussão 

 

70

houve diferença significante da concentração da maioria dos elementos 

quando linfonodos e amostras pulmonares foram comparadas.  

Desta forma, o conhecimento do padrão de distribuição das partículas 

na árvore traqueobrônquica quanto a sua composição elementar é 

importante, pois pode ser aplicado para o estudo de doenças respiratórias 

causadas por exposição a poluição do ar e doenças ocupacionais, onde 

haverá maior presença de determinado elemento que pode estar relacionado 

a patogenia da lesão estabelecida.  

Assim sendo, devem ser realizados estudos futuros para o melhor 

entendimento do papel das partículas e sua distribuição na árvore brônquica 

quanto ao perfil elementar, sendo possível estabelecer políticas de saúde 

pública a fim de controlar os níveis atmosféricos destes elementos e desta 

forma atuar na prevenção de doenças respiratórias e cardiovasculares 

causadas pela poluição do ar.  
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A composição elementar das partículas retidas varia em diferentes 

regiões do pulmão com tendência a retenção preferencial em região 

peribronquiolar ou linfonodos  

A região peribrônquica foi o principal local para se discriminar o tipo 

de exposição à poluição do indivíduo, caracterizando a antracose como o 

“carimbo” da história passada de exposição elementar do indivíduo. 

A CML provou ser uma ferramenta útil em discriminar áreas de 

interesse para estudo, com resultados semelhantes ao estudo em cortes de 

parafina, apresentando maior representatividade do tecido pulmonar.  
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Anexo 1 

 
Aprovação da Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa 
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Anexo 2 

 
Entrevista com o parente mais próximo e explicação do estudo para a 

entrada do caso no protocolo de estudo do projeto 
 
 

 

FACULDADE DE MEDICINA 
 

Da Universidade de São Paulo 
 
 
 

CONSETIMENTO INFORMADO 
Para entrevista estruturada  

 
 

A poluição é presença marcante hoje em dia na nossa vida. De 

alguma forma, conhecemos o mal que a inalação diária de gases poluentes 

presentes em nossa atmosfera nos causa, principalmente no sistema 

respiratório, onde sintomas como irritação do nariz e garganta, tosse e falta 

de ar estão sempre relacionados com o mal-estar do dia-a-dia no trânsito, no 

trabalho e até em casa.  

Pouco, porém, se sabe sobre quais componentes dessa poluição 

geram as principais lesões pulmonares, e quais os níveis mais seguros 

desses poluentes.  

Nosso estudo tem como objetivo, determinar quais agentes do ar 

levam ás principais lesões pulmonares e assim determinar novos níveis de 

segurança para melhora do bem-estar geral.  

Para isto, pedimos sua colaboração para realização do estudo através 

de uma entrevista que dura cerca de vinte minutos. Na entrevista, serão 

feitas perguntas sobre a história do seu familiar, o uso dos remédios e 

algumas questões sobre sua vida pessoal e seus hábitos relacionados à 

exposição a estes poluentes. Também pedimos sua colaboração para que 
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seja autorizada a análise de dois fragmentos de pulmão e outro de linfonodo 

hilar pulmonar de seu familiar.  

É importante que você saiba que as informações obtidas nesta 

entrevista do seu familiar aparecerão na pesquisa apenas como um número, 

e o seu nome e o de seu familiar não aparecerão de nenhum modo, em 

qualquer apresentação publica e nem nenhum tipo de publicação. 
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Questionário 

Dados Pessoais  

 

Nome: _______________________________________________________ 

Idade: ____ Sexo: ____ Data de nascimento:___________  Raça :______ 

Cidade de nascimento: ______________________  Estado: ___________ 

Quanto tempo morou no local de nascimento? _____________________ 

Mora em São Paulo há quantos anos?  _________________ 

Endereço: ____________________________________________________ 

Telefone Residencial: ___________________________ 

Qual (is) bairro (s)? ____________________________________________ 

 

Dados Ocupacionais  

Ocupação: 

____________________________________________________ 

Endereço da firma onde trabalhava; ______________________________ 

Lista de empregos anteriores e tempo de permanência: 

_____________________________________________________________

_____________________________________________________________

_____________________________________________________________

_____________________________________________________________ 
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Antecedentes Pessoais:  

 

Fumava? ___________ por quanto tempo, quantos cigarros por dia? 

_____________________________________________________________ 

Ex Fumante?________ Havia parado há quantos anos? ______________ 

Já teve exposição a metais pesados? ___________ 

Quais?_______________________________________________________ 

_____________________________________________________________ 

Possuía alguma doença cardiorrespiratória? ______ 

Neoplasia? _____________________________ 

Se sim, qual (is)? _______________________________________ 

Já foi internado? ____________ 

Se sim, quantas vezes e por quais razões?  

_____________________________________________________________

_____________________________________________________________

_____________________________________________________________ 

Fazia uso regular de alguma medicação? ________ 

Se sim, qual (is)? ______________________________________________ 
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“Eu concordo que fragmentos de tecidos pulmonar e linfonodos 

possam ser utilizados para pesquisa “Estudo comparativo da composição 

das partículas ambientais depositadas e retidas nos pulmões e linfonodos 

hilares pulmonares”, em que eu poderei contribuir para o desenvolvimento 

de estratégias de controle de emissão de material particulado, visando a 

preservação da saúde pública. 

 

 Se você tiver dúvidas sobre esta pesquisa ou sobre sua participação, 

sinta-se à vontade para perguntar agora ou ao coordenador da pesquisa: 

Seu nome é: Profa. Dra. Fabíola Del Carlo Bernardi ou Dr.Mauro Ajaj 

Saieg  

Seu telefone: (011) 7177-0915. 

Caso você queira participar e se está de acordo com estes termos, 

por favor, pedimos que consentisse assinando este termo. 

 

Data:______/______/______                    

 

Ass : __________________________________________  

 

 

Os responsáveis pela pesquisa assinam o seguinte termo de compromisso 

com você. 

   

Termo de Compromisso 

 

O coordenador da pesquisa e os pesquisadores do Mistério da Saúde 

comprometem-se a conduzir todas as atividades desta pesquisa, de acordo 

com os termos do presente Consentimento Informado. 

 

Data:______/______/______               

 Ass : _________________________________________ 
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