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Resumo

Introdução: A displasia broncopulmonar se caracteriza por um bloqueio no de-
senvolvimento pulmonar. Objetivo: Comparar a eficiência de duas técnicas de 
análise de fibras elásticas em pulmão de coelhos prematuros. Métodos: Coelhos 
prematuros nascidos no 28º e 29º dia de gestação foram submetidos a ar ambien-
te ou oxigênio, durante 11 dias, após serem randomizados nos quatro grupos, 
a seguir: AR28, O228 (FiO2 ≥ 95%), AR29 e O229 (FiO2 = 80%). Os pulmões foram 
retirados e corados para análise de fibras elásticas. Foram utilizados o micros-
cópio Nikkon E600 e o programa de análise de imagem (Image-Pro Plus 4.5®). 
Para a comparação entre a análise microscópio versus programa foi utilizado o 
teste “t” pareado. Resultados: Houve diferença significativa entre as formas de 
análise de fibras elásticas, realizadas no microscópio e no programa (p<0,001). 
Conclusão: As duas formas de análise de fibras elásticas levam a resultados dife-
rentes. Estudos adicionais comparando as duas técnicas são necessários. 

Descritores: Displasia broncopulmonar; Tecido elástico; Prematuro.

Abstract 

Introduction: Bronchopulmonary dysplasia is characterized by a blockage in 
lung development. Objective: To compare the efficiency of two techniques of 
analysis of elastic fibers in lungs of premature rabbits. Methods: Preterm rab-
bits born on the 28th and 29th days of gestation were subjected to ambient air or 
oxygen for 11 days, randomized into four groups, Ar 28 (n=17), O2 28 (n= 7), Ar 
29 (n=8), O2 29 (n=8). The lungs were removed and stained for analysis of elastic 
fibers. The Nikkon E600 microscope and the image analysis software (Image-
Pro Plus 4.5®) were used for elastic fiber analysis. To compare the analysis be-
tween microscope and program was used paired “t” test. Results: There were 
significant differences between the proportion of elastic fibers performed on the 
microscope and at the program (p <0.001). Conclusion: The two types of analy-
sis of elastic fibers yield different results. Additional studies comparing the two 
techniques are required.

Key words: Bronchopulmonary dysplasia; Elastic tissue; Infant, premature.
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Introdução

O desenvolvimento pulmonar se divide 
em cinco estágios, a saber: 1º período embrio-
gênico – desenvolvimento das vias aéreas maio-
res (3-4 semanas); 2º período pseudoglandular 
– desenvolvimento das vias aéreas até os bron-
quíolos terminais (6-16 semanas); 3º período 
canalicular – desenvolvimento dos ácinos e da 
vascularização (16-28 semanas); 4º período sacu-
lar – subdivisão dos sáculos (28-36 semanas) e 5º 
período alveolar – aparecimento dos alvéolos (32 
semanas ao termo)¹.

O conceito de prematuridade inclui todo 
recém-nascido (RN) vivo com menos de 37 se-
manas completas de gestação (<259 dias). A in-
cidência é variável e depende de características 
populacionais2.

A displasia broncopulmonar (DBP) foi ini-
cialmente descrita por Northway et al., em 1967, 
como uma lesão pulmonar em recém-nascidos 
(RN) prematuros submetidos a altas concentra-
ções de oxigênio e à ventilação mecânica agres-
siva. Constitui uma das principais causas de 
morbidade entre os recém-nascidos pré-termo, 
especialmente os extremos, admitidos nas uni-
dades de terapia intensiva neonatal³. 

A DBP é uma doença pulmonar crônica 
com características clínicas, radiológicas e his-
tológicas próprias4. Sua incidência aumenta 
com a diminuição do peso de nascimento e da 
idade gestacional5. Desde a sua descrição, na 
década de 60, observaram-se grandes progres-
sos na assistência perinatal, tais como o maior 
uso de corticoide antenatal, a viabilização da 
terapêutica com o surfactante exógeno e o sur-
gimento de novas técnicas de monitoração não 
invasiva e de ventilação mecânica. Tais fatos 
contribuíram para o aumento da sobrevida de 
recém-nascidos cada vez mais imaturos6. A 
lesão na DBP ocorre por um mecanismo mul-
tifatorial, incluindo a prematuridade defesas 
antioxidantes inadequadas e a ativação da 
resposta inflamatória por vários mecanismos, 
sendo a exposição ao oxigênio um dos mais im-
portantes6, 7, 8, e também a ventilação mecânica, 

infecção perinatal, baro/volutrauma e persis-
tência de canal arterial9. A lesão pulmonar se 
caracteriza por uma diminuição da septação 
alveolar e do desenvolvimento vascular, ocorre 
um bloqueio no desenvolvimento pulmonar e, 
consequentemente, a alveolarização é reduzi-
da3, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16.

Na constituição do tecido pulmonar, são 
encontradas fibras elásticas e colágenas que 
fornecem elasticidade e força de tensão ao te-
cido pulmonar1. As fibras elásticas são finas, 
onduladas que se anastomosam e têm cor le-
vemente amarelo-vivo. Constituem-se num 
material elástico e possuem alta resistência e 
durabilidade. O principal componente das fi-
bras elásticas é a proteína elastina, além de mi-
crofibrilas sintetizadas pelos fibroblastos. São 
encontradas em todos os locais do corpo onde 
existe a necessidade de elasticidade, como, por 
exemplo, nas paredes das artérias, em certo 
tipo de cartilagem e nos pulmões17.

Há alguns anos os softwares para aná-
lise de imagem começaram a ser utilizados 
na patologia para analisar fibras elásticas. 
Posteriormente, essa análise passou a ser reali-
zada no microscópio, por meio da contagem de 
pontos. A vantagem desse tipo de programa é 
não ter o erro de contagem ocasionado por ob-
servadores diferentes. Inicialmente, faz-se uma 
seleção de cores com as lâminas que serão es-
tudadas, realizada por patologistas, e essa sele-
ção “mostra” para o programa o que são fibras 
elásticas. Após a escolha das cores é realizada a 
contagem da proporção de fibras elásticas pelo 
programa, em cada foto tirada das lâminas. O 
número de artigos com essa nova metodologia 
ainda é escasso, por isso, o estudo aqui apre-
sentado é importante, uma vez que utiliza esse 
método mais atual (programa de análise de 
imagem) e compara com o comumente utiliza-
do (microscópio).

O objetivo neste estudo foi comparar a efi-
ciência de duas técnicas diferentes de análise 
de fibras elásticas em lâminas pulmonares de 
coelhos prematuros submetidos ao oxigênio ou 
ar ambiente.
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Material e métodos

O protocolo de experimentação foi apro-
vado pela Comissão de Ética para Análise de 
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clínicas da 
Faculdade de Medicina da Universidade de São 
Paulo (CAPPesq - projeto número 487/07).

A fase de experimentação animal foi rea-
lizada no Laboratório de Pesquisa Experimental 
da Disciplina de Pediatria Neonatal do 
Departamento de Pediatria da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo 
(FMUSP). A análise histopatológica foi orien-
tada e supervisionada pelo Departamento de 
Patologia da FMUSP.

Coelhas grávidas foram submetidas a par-
to cesáreo no 28º e 29º dia de gestação (termo 
31 dias). Imediatamente após o nascimento, os 
filhotes foram randomizados entre os grupos 
de estudo de acordo com a ordem em que nas-
ciam. Nas diversas ninhadas, foram também 
alternados os primeiros filhotes das diferentes 
fêmeas entre os grupos de estudo, sendo os ani-
mais expostos à hiperoxia ou submetidos ao ar 
ambiente. Os recém-nascidos foram observados 
por 30 minutos, desde o nascimento, em relação 
à sobrevivência e, após esse período, foram colo-
cados dentro das respectivas incubadoras (com 
exposição ao oxigênio ou ao ar ambiente), onde 
permaneceram por 11 dias.

Dessa forma, foram constituídos quatro 
grupos de estudo, conforme a exposição dos 
filhotes, da seguinte maneira: grupo Ar 28 for-
mado por 17 animais com 28 dias de gestação 
expostos ao ar ambiente; O2 28, por 17 recém-
nascidos, com 28 dias de gestação com exposi-
ção ao oxigênio em concentração ≥ 95%; Ar 29, 
8 indivíduos, com 29 dias de gestação expostos 
ao ar ambiente; O2 29, 8 coelhos, com 29 dias de 
gestação com exposição ao oxigênio em concen-
tração igual a 80%.

Os animais foram mantidos em incuba-
doras para prematuros (C-86, Fanem Ltda.®, São 
Paulo, Brasil), em bandejas revestidas com ser-
ragem de flocos finos autoclavada (maravalha 
estéril), sendo realizadas duas trocas por dia, 

com a finalidade de mantê-los em ambiente seco 
e limpo. A temperatura no interior da incubado-
ra foi mantida constante entre 30 e 32 oC, con-
trolada por termômetro eletrônico. O peso dos 
animais foi controlado diariamente, antes da 
primeira alimentação do dia (balança TR 403, 
Denver Instrument Company®, Estados Unidos).

A partir do terceiro dia de vida foi inicia-
da antibioticoterapia profilática18 com penicilina 
cristalina (20.000 UI/kg – IM) e estreptomicina 
(20 mg/kg.dia – IM) uma vez ao dia, associadas 
à administração de vitamina K (0,002 mg/kg/
dia – IM) com o objetivo de prevenir quadros he-
morrágicos. Os animais foram alimentados com 
fórmula láctea semelhante ao leite natural de co-
elha19, constituída por 5 g de Neocate (Support®), 
5 g de caseical (Support®) e 15 g de trigiceril CM 
AGE (Support®) para 100 ml de leite. Após o ter-
ceiro dia de vida, foi adicionada à fórmula uma 
gota de complexo vitamínico Vitanove®.

O volume administrado de dieta no pri-
meiro dia de vida foi 100 ml/kg; no segun-
do,150 ml/kg e do terceiro ao décimo primei-
ro dia de vida foi administrado um volume de 
200 ml/kg. 

Com o auxílio de nebulizadores neonatais 
(Intermed®, São Paulo, Brasil), oxigênio aqueci-
do e umidificado foi fornecido em uma concen-
tração de 80% para os animais do grupo O2 29, e 
em uma concentração ≥ 95% para os animais do 
grupo O2 28, através de uma câmara de acríli-
co selada e multiperfurada para evitar acúmu-
lo de dióxido de carbono (CO2). O controle da 
concentração de O2 foi realizado por meio de 
analisador de oxigênio ambiente (Dixtal®, São 
Paulo, Brasil). 

Os animais foram sacrificados por secção 
da aorta abdominal, após sedação profunda 
com pentobarbital (25 mg/kg – intraperitoneal), 
no 11o dia após o nascimento. Optou-se por essa 
técnica de sacrifício para evitar a hemorragia 
pulmonar, que poderia prejudicar a leitura das 
lâminas na análise histológica pulmonar. 

Os pulmões foram conservados em álcool 
etílico a 70% até serem embebidos em parafina, 
seguido do processamento em cortes seriados 
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de 5mm de espessura e confecções de lâminas, 
as quais foram submetidas a coloração de res-
sorcína-orceína para a análise de proporção de 
fibras elásticas.

Proporção de fibras elásticas
A avaliação da proporção das fibras elás-

ticas no tecido pulmonar foi realizada de duas 
maneiras diferentes, uma utilizando o micros-
cópio; e outra, um programa para análise de 
imagens.

O microscópio Nikkon E600 foi utilizado 
para a análise morfométrica acoplado a uma 
grade de 100 pontos e 50 retas de área, sendo 
examinados 20 campos microscópicos por ani-
mal. A análise morfométrica foi realizada por 
dois investigadores, de maneira cega.

Utilizando a grade no aumento de 400x, 
em 20 campos por animal, a proporção de fibras 
no parênquima pulmonar foi determinada pela 
relação entre o número de pontos que incidiram 
sobre as fibras coradas e o de pontos que caíram 
sobre o parênquima pulmonar.

Para a análise de imagem, foi utilizado 
o analisador de imagens (Image-Pro Plus 4.5®, 
Media Cybernetics INC™, EUA), de maneira 
cega, por um único investigador. Em cortes pul-
monares corados com ressorcína-orceína, foto-
grafados em aumento de 200x, sendo utilizados 
20 campos (fotos) em cada lâmina.

Ao iniciar o programa, o arquivo com a 
foto a ser analisada foi carregado, e a imagem foi 
calibrada sob um aumento de 200x. A ferramen-
ta do programa Rectangular AOI foi selecionada 
e, por meio dela, calcularam-se as áreas corres-
pondentes ao total da fotografia e ao do parên-
quima pulmonar (área total menos área do es-
paço aéreo), ao espaço aéreo e às fibras elásticas. 
A proporção das fibras elásticas foi calculada de 
acordo com a fórmula (1): 

Proporção das 
Fibras Elásticas

=
Área de Fibra Elástica

Área Total – Área do espaço 
aéreo

(1)

Foi realizada uma comparação entre as 
duas técnicas para analisar as fibras elásticas, a 
contagem manual no microscópio e a contagem 
no programa para análise de imagem, em cada 
grupo de estudo.

Análise estatística
Para a comparação de cada grupo em 

dois momentos diferentes – análise realizada 
no microscópio x análise realizada pelo softwa-
re de análise de imagem –, foi utilizado o teste 
“t” pareado para amostras normais ou o teste 
Wilcoxon, a um nível de significância de 0,05 e 
um poder de teste de 0,80. 

Resultados

Foram realizados 71 partos cesáreos, des-
se total excluíram-se do estudo seis coelhas, 
cinco por infecção ovular; e uma, por erro na 
data do cruzamento. As restantes 65 coelhas 
grávidas geraram um total de 400 filhotes, dos 
quais seis foram excluídos por apresentarem 
malformações grosseiras e um por óbito fetal. 
Outros 41 recém-nascidos foram excluídos por 
óbito na primeira hora de vida. Dos 352 coelhos 
prematuros que sobreviveram, 120 foram alo-
cados no grupo Ar 28; e 232, no O2 28. Desses, 
38 animais foram sacrificados no 7º dia de vida 
(19 em cada grupo) para a realização de outro 
projeto de pesquisa. Dos 314 coelhos restantes, 
17 sobreviveram até o 11º dia e constituíram o 
grupo Ar 28 e 17 filhotes, expostos ao oxigênio, 
tiveram somente 11 dias de vida, constituindo 
o grupo O2 28. Em relação aos grupos Ar 29 e 
O2 29, foram realizados 40 partos cesáreos com 
o nascimento de 228 filhotes. Desse número, 91 
recém-nascidos foram alocados para o grupo Ar 
29; e 137, para o O2 29. Foram excluídos, no grupo 
O2 29, 60 animais por óbito, 7 por falha na ali-
mentação, 26 por hipertermia (falha no controle 
de temperatura da incubadora) e um por perda 
da identificação. No grupo Ar 29, foram exclu-
ídos 34 animais por óbito; e dois, por falha na 
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alimentação. Sobreviveram até o 11º dia de vida 
e constituíram os grupos de estudo oito animais 
no grupo Ar 29; e oito, no O2 29. 

Foram analisadas 50 lâminas (1.000 cam-
pos) de coelhos prematuros pelos seguintes 
dois métodos: análise no microscópio por con-
tagem de pontos e análise no programa de aná-
lise de imagem.

Neste estudo, nas lâminas analisadas pelo 
microscópio houve uma diminuição na propor-
ção de fibras elásticas nos animais do grupo O2 
28 com relação ao Ar 28. Quando as fibras elás-
ticas foram analisadas pelo analisador de ima-
gem, verificou-se um aumento na proporção de 
fibras elásticas nos animais do grupo O2 28 com 
relação ao Ar 28 (Figura 1).

Com relação aos grupos 29 dias (Ar e 
Oxigênio), a proporção de fibras elásticas au-
mentou no grupo O2 29, com relação ao Ar 29, 
nas análises realizadas no microscópio e nas 
efetuadas no programa (Figura 2).

A fotomicrografia das fotos utilizadas 
para a análise das fibras elásticas no programa 
de análise de imagem é mostrada na Figura 3.

As análises realizadas no programa de 
análise de imagem (Image-Pro Plus 4.5®) e no 

microscópio Nikkon E600 são diferentes e pos-
suem entre si uma diferença significativa (p< 
0,001). No entanto, elas se comportaram da mes-
ma forma, exceto no grupo O2 28, pois, quando 
a análise foi feita pelo microscópio, a proporção 
de fibras elásticas diminuiu, mas, quando rea-
lizada pelo programa de análise de imagem, a 
proporção aumentou.

Discussão

As duas formas de análise de fibras elásti-
cas descritas neste estudo, pelo microscópio por 
meio da contagem de pontos e pelo programa 
de análise de imagem, apresentaram resultados, 
entre si, com diferença significativa. O efeito da 
displasia broncopulmonar sobre a proporção 
das fibras elásticas no pulmão prematuro tem 
sido bastante estudado; no entanto, a compara-
ção entre as duas formas de análise ainda não 
foi descrita na literatura. 

Ogden et al.20 encontraram em seus estu-
dos um aumento na elastase e outras proteases 
em pulmões com DBP, por meio de análise mi-
croscópica. Chen et al.21, ao avaliar lâminas pelo 
microscópio, encontraram um aumento significa-

Figura 1: Comparação entre as análises no 
microscópio e no programa nos grupos Ar 
28 e O2 28
* valor para comparação entre microscópio x 
programa

Figura 2: Comparação entre as análises no 
microscópio e no programa dos grupos Ar 
29 e O2 29 
* valor para comparação entre microscópio x 
programa
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tivo na elastina de ratos prematuros submetidos 
a uma FiO2 > 95%, quando comparados com ratos 
expostos ao ar ambiente. Coalson22, Coalson et 
al.23 e Bland et al.24 descreveram, por intermédio 
de microscopia, um aumento na deposição de 
fibras elásticas nas paredes alveolares, além de 
um aumento e distribuição anormal de elastina 
nas unidades respiratórias terminais, nos acha-
dos patológicos de DBP em crianças. No trabalho 
aqui apresentado, quando as fibras elásticas fo-
ram analisadas pelo programa de análise de ima-
gem, houve um aumento em sua proporção nos 
animais do grupo O2 28, com relação ao Ar 28. 
Referente aos grupos 29 dias (Ar e Oxigênio), a 

proporção de fibras elásticas aumentou no grupo 
O2 29, comparado ao Ar 29, nas análises realiza-
das no microscópio e no programa.

Em necropsia de crianças com e sem dis-
plasia broncopulmonar usando um microscópio 
óptico, foi encontrado um aumento na espes-
sura, tortuosidade e distribuição irregular nas 
fibras elásticas25. Em um estudo, foram analisa-
dos cortes histológicos de coelhos prematuros, 
submetidos à hiperóxia e à restrição nutricional, 
por meio de um microscópio e não foi detectada 
a diminuição de fibras elásticas; entretanto, no-
tou-se um aspecto grosseiro das fibras no grupo 
exposto à restrição nutricional3.

Figura 3: Fotomicrografia das fibras elásticas (setas) nos grupos de estudo, coloração 
ressorcína-orseína, aumento 200x 
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Mascaretti et al.13 avaliaram cortes histo-
lógicos de coelhos prematuros submetidos à hi-
peróxia usando um microscópio, sendo detec-
tado espessamento e desorganização nas fibras 
elásticas.

Por outro lado, Bruce et al.26, utilizando 
um modelo de hiperóxia em ratos, encontra-
ram, pela análise microscópica, um desarranjo 
estrutural das fibras elásticas com redução no 
seu comprimento, porém sem diferença na sua 
concentração26.

Albertine et al.27 encontraram redução no 
conteúdo de fibras elásticas, analisadas por pro-
grama de análise de imagem, em cordeiros pre-
maturos, após ventilação mecânica prolongada. 
Eles estudaram ovelhas prematuras ventiladas 
mecanicamente por três ou quatro semanas e 
compararam com animais ventilados de forma 
mecânica, após o nascimento a termo. Para aná-
lise das fibras elásticas, foi utilizado o Bioquant 
True Color Windows Image Analysis System, e por 
meio desse programa eles selecionaram a área 
de fibras elásticas (roxo) e a área do parênqui-
ma (amarelo). A área de fibras elásticas foi di-
vidida pela área do parênquima para calcular a 
porcentagem da extensão ocupada pelas fibras 
elásticas. Verificaram ainda os resultados pela 
contagem de pontos no microscópio, mas esses 
dados não foram mostrados no artigo27. 

Foi descrito em outro trabalho que em 
pulmões com doença pulmonar crônica, o de-
senvolvimento das fibras elásticas é retardado, 
ocorrendo uma diminuição na quantidade das 
fibras nas paredes dos alvéolos com irregula-
ridade na sua distribuição. Essa análise foi re-
alizada por microscópio óptico e eletrônico28. 
Nesta pesquisa, as lâminas analisadas pelo 
microscópio apresentaram uma diminuição 
na proporção de fibras elásticas nos animais 
do grupo O2 28, o que corrobora os dados de 
Nakamura et al.28 e Albertine et al.27. No en-
tanto, quando esse mesmo grupo foi analisado 
pelo programa de análise de imagem, a propor-
ção de fibras elásticas aumentou.

Wu et al.29 analisaram fibras elásticas em 
ratos prematuros, com idade pós-natal de 6 e 

14 dias, pelo programa de análise de imagem 
MetaMorph Imaging System (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA) e encontraram deposição anor-
mal das fibras elásticas no septo alveolar. 

Okamoto et al.30 também utilizaram o ana-
lisador de imagem (Image-Pro Plus), contudo, 
avaliaram número, tamanho e área de alvéolos.

A maior limitação deste estudo foi a difi-
culdade em encontrar artigos que comparem as 
duas formas de análise.

Conclusões

As duas formas de análise de fibras elás-
ticas – contagem manual realizada no micros-
cópio e contagem efetuada pelo programa de 
análise de imagem – levam a resultados dife-
rentes, com diferença significativa. No entanto, 
elas se comportaram da mesma forma, exceto no 
grupo O2 28, pois quando a análise foi feita pelo 
microscópio a proporção de fibras elásticas di-
minuiu, mas, quando realizada pelo programa 
de análise de imagem, a proporção aumentou. 
Estudos adicionais com uma amostra maior e 
que comparem ambas as técnicas de análise de 
fibras elásticas são necessários. 
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