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REsuMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da concentracao de oxigénio a 100% em tempo de exposicdo de 72
horas no tecido pulmonar de ratos wistar. Método: Foram estudados 12 ratos machos com peso
médio de 210+15,9 g com idade entre 60 e 90 dias, distribuidos de forma aleatoria em dois
gdrupos com 6 animais cada, permanecendo o grupo CONTROLE nas condicoes da fase de
adaptacdo e o grupo HIPEROXIA, submetidos a inalacdo de oxigénio umidificado na concentracdo
de 100% administrado de forma continua em um total de 12 L/min por 72 horas. Resultados: A
andlise histologica revelou para o grupo CONTROLF média de espessura dos septos alveolares de
0,38+0,1 um e para o grupo HIPEROXIA de 0,62+0,2 um (p<0,0001). Em relacdo a contagem das
regioes organizadoras nucleolares (pontos NORs) por célula, o grupo CONTROLF apresentou
1,020,4 dots e o grupo HIPEROXIA 1,804 dots (p=0,0064). Achados como inflamacdo aguda,
inflamacdo créonica, edema alveolar, hemorragia alveolar, desnudamento de dreas do epitélio
alveolar e atelectasia ndo foram observados. Conclusdo: A exposicao a concentracdo de 100% de
oxigénio por tempo de 72 horas provocou alteracoes histologicas compativeis com inicio do
processo inflamatorio no tecido pulmonar e aumento da atividade celular desse tecido, indicadas
pelo aumento significativo da espessura dos sepitos alveolares e aumentos dos pontos NORs por
célula para os animais expostos.

PALAVRAS-CHAVE Oxigénio, hiperoxia, radicais livres, estresse oxidativo, doenca pulmonar.

ABSTARCT

Objective: Fvaluate the 100% oxygen concentration effects in Wistar rats’ lung tissue after 72
hours of exposition. Methods: Twelve male rats with mean weight 210+15,9g, 60 fo 90 days of age
was studied, at random distributed in two gdroups with 6 animals. CONTROL gdroup remained in
adaption phase conditions, and HYPEROXIC gdroup was submitted to inhalation of 100% humidified
oxygen concentration with 12 L/min continuous administration during 72 hours. Results:
Histological analysis revealed alveolar sepia thickness mean of 0,38+0,1 um in CONTROL gdroup,
and 0,62+0,2 um in HYPEROXIC group (p<0,0001). On counting of nucleolar organizer regions
(NOR dots) by cell. CONTROL group presented 1,0+0,4 dots, and HYPEROXIC group 1,8+0,4 dots
(p=0,0064). Finding as acute inflammation, chronic inflammation, alveolar edema, alveolar
hemorrhage, alveolar epithelium denuded areas and atelectasis weren’t observed. Conclusion:
Exposure to 100% oxygen concentration for 72 hour caused histological alterations compatible
with inflammatory process beginning and cellular activity increase in this tissue, evidenced by
significant increase of alveolar septa thickness and NORs dots by cell increase in exposed animals.
Key WORDS: Oxygen, hyperoxic, free radicals, oxidative stress, pulmonary disease
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I. INTRODUCAO

O oxigénio pode causar lesdes pulmonares e sistémicas quando administrado em altas
concentracoes ou por um periodo prolongado de tempo. Dessa maneira, 0s pacientes com doencas
respiratorias cronicas que dependem de oxigenioterapia por longo prazo e aqueles que necessitam de
ventilacao mecanica prolongada podem estar mais expostos a esses riscos. Considerando-se que o tratamento
adequado da hipoxemia depende primeiramente de uma compreensao fisiopatoldgica satisfatoria de todos os
mecanismos envolvidos, concentracoes desnecessarias de oxigénio podem ser utilizadas em determinadas
situacOoes sem que a real causa da hipoxemia seja efetivamente corrigida (KLEEN; MESSMER, 1999).

A exposicao a altas concentracoes de oxigénio produz alteracoes do trato respiratdrio em seres
humanos e outros animais, que ocorrem no epitélio pulmonar, na rede arterial pulmonar, nos septos
alveolares e também no espaco pleural. Os achados experimentais mostram disfuncoes como atelectasias,
edema alveolar intersticial, derrame pleural e modificacoes na funcao e estrutura celular. As alteracoes
morfoldgicas decorrentes da inalacao de concentracoes elevadas de oxigénio foram descritas inicialmente em
1897-1899 por J. Lorraine Smith, que caracterizou os achados histoldgicos agudos incluindo, atelectasia,
inflamacao, congestao vascular e edema alveolar relacionadas a toxicidade do OXIGENIO (CRAPO, 1986).

Clinicamente o uso suplementar de oxigénio é frequente, principalmente para o tratamento das
condicoes de disfuncoes respiratorias. No entanto a falta de monitoramento adequado pode produzir
situacoes de hiperoxia, que por tempo prolongado podera cursar com danos difusos em capilares
pulmonares, endotélio e epitélio gerando extensiva inflamacao com infiltrados celular e intersticial e edema
intra-alveolar. Essas situacoes patoldgicas pulmonares estao relacionadas a geracao de espécies reativas de
oxigénio secundarias a hiperoxia (CLAYTON et al., 2001)

Os mecanismos de lesao tecidual provocados por espécies reativas de oxigénio despertam
consideravel interesse cientifico, gerando estudos fisiopatoldgicos em relacdo ao envelhecimento, cancer,
aterosclerose e inflamacao (AL-MEHDI; ZHAO; FISHER, 1998).

As espécies reativas de oxigénio sao moléculas que apresentam elétrons nao pareados em sua orbita
externa, sendo capazes de modificarem outras moléculas, como proteinas, carboidratos, lipideos e o acido
desoxirribonucléico (DNA). Sao encontradas em todos os sistemas biologicos. Essas espécies reativas se
desenvolvem a partir do metabolismo aerobio do oxigénio que pelo processo de sua reducao acaba por
formar espécies reativas (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; MARTINEZ; MEDEIROS;
DI MARCIO, 2000).

O pulmao é protegido contra as espécies reativas de oxigénio por enzimas endégenas antioxidantes
tal como a superoéxido dismutase (SOD) e a catalase. Mitocondrias pulmonares sao particularmente suscetiveis
aos danos oxidativos e a isoforma mitocondrial da SOD (manganese SOD [Mn SOD]), é a maior antagonista da
injuria oxidativa pulmonar (BOWLER et al., 2002; CLAYTON et al., 2001).

Mais especificamente relacionados ao ambiente de cuidados intensivos e ao procedimento de
suporte ventilatorio artificial, o Il Consenso Brasileiro de Ventilacao Mecanica (2000), descreve que o uso de
concentracoes de fracoes inspiradas de oxigénio acima de 60% pode produzir efeitos secundarios, como
alteracao da formacao de surfactante, efeitos citotoxicos e traqueobronquites, a sindrome da angustia
respiratoria aguda e displasia broncopulmonar, dentre outras.

O estudo dos ambientes que favorecem a producao de espécies reativas de oxigénio pela hiperoxia
e seus efeitos deletérios motivam o esclarecimento e a difusao de informacdes, uma vez que no ambiente
hospitalar, frequentemente sao observadas situacoes clinicas de pacientes que apresentam estados clinicos
de hipoxia e hiperoxia.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da concentracao de 100% de oxigénio em tempo de
exposicao de 72 horas no tecido pulmonar de ratos wistar e caracterizar morfometricamente os achados
pulmonares e alteracoes celulares decorrentes desta situacao.

li. METODOS

A pesquisa foi realizada apos aprovacdo pela Comissao de Etica em Pesquisa com Animais/CEUA da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), conforme certificado n° 127/2006.

O estudo experimental foi realizado no setor de Técnica Cirurgica Il do Hospital Veterinario da
Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regiao do Pantanal (UNIDERP), em Campo Grande - MS
no més de junho de 2007.

Foram estudados 12 ratos machos adultos norvegicus albinus (Rattus norvegicus albinus) da
linhagem Wistar, procedentes do Biotério da UNIDERP, com peso corporal médio de 210+15,9 gramas, com
idade entre 60 e 90 dias.

Os animais foram mantidos em condicoes controladas de luminosidade (ciclo dia e noite) e
temperatura (24,1£1,2 °C; 40 a 60% de umidade relativa), com alimentacao padrao e agua ad /ibitum. Essas
condicoes foram utilizadas como base para adaptacao inicial.

Procedeu-se a distribuicao dos animais de forma aleatoria em dois grupos com 6 animais cada,
permanecendo o grupo CONTROLE nas mesmas condicdoes da fase de adaptacio e o grupo HIPEROXIA,
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colocados em caixa de vidro desenvolvida para o estudo nas dimensdes 33x40x30 cm, com fechamento
hermético, proporcionado pela adesao tampa/caixa com adesivo de silicone e suplemento de oxigénio.

O oxigénio umidificado foi administrado de forma continua em um total de 12 L/min por 72 horas
seguidas. Esse fluxo continuo foi utilizado para prevenir o acumulo de dioxido de carbono e manter uma
concentracao constante de 100% de OXIGENIO.

A eutanasia foi realizada com dose letal via injecao intraperitoneal de pentobarbital sodico (65
mg/Kg) (Cristalia - Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda - Campinas, SP). Os pulmodes foram removidos do
térax com os animais posicionados e fixados em decubito dorsal, por incisao mediana partindo da regiao
cervical anterior e estendendo-se até aproximadamente um centimetro abaixo do apéndice xiféide. O acesso
a cavidade toracica foi feito por incisao sub-xiféidea e osteotomia costal paraesternal. Procedeu-se a
pleurotomia e, apos cuidadosa resseccao, os pulmoes foram retirados e, separadamente, submersos em
solucao de formol tamponado a 10%.

As pecas foram processadas e incluidas em blocos de parafina com cortes de 4 um para confeccao
das laminas. Foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) e pela deteccao das regioes organizadoras
argirofilicas (AGNOR).

Os cortes foram analisados em microscopia 6ptica de luz (Olympus BX 41 - Trinocular Microscope -
Olympus Optical do Brasil Ltda) com captura de imagem por camera analogica propria acoplada ao
microscopio. Para cada lamina foram fotografados 10 campos diferentes obtidos de forma aleatéria em
objetiva de aumento final de 400x para HE e objetiva de imersao em 1000x para AgNOR. Os campos foram
analisados por profissional patologista com analise quanti-qualitativa para ambos 0s preparos.

A hipotese de edema pulmonar foi avaliada, observando-se duas variaveis: congestao de vasos e
capilares e espessura dos septos alveolares. Foi realizada a contagem em cruzes (+) do nivel de congestao de
vasos e capilares no tecido pulmonar, aceitando-se como parametro a relacao do numero de vasos e capilares
congestos em analise comparativa lamina a lamina entre as amostras.

Para determinacao da espessura do septo alveolar de cada lamina foram obtidos 10 campos
fotograficos de forma aleatéria. Em cada campo fotogréfico foi realizada mensuracao de trés septos, com
escolha do maior valor para cada campo, a partir do qual se calculou a média do valor da espessura dos
septos por animal, posteriormente calculo da média por grupo e ao final, realizacao de comparacao entre os
grupos. Outros possiveis achados também foram investigados para descricao.

As laminas para observacao das regioes organizadoras nucleolares foram submetidas a andlise
quantitativa com escolha aleatoria de células pulmonares por campo fotografico com obtencao do nimero de
pontos NORs em cada célula, obtendo-se ao final um valor médio e o desvio padrao para cada grupo.

Para a observacao quanto a distribuicao dos valores foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk aplicado para
a avaliacao da espessura dos septos alveolares, congestao de vasos e capilares pulmonares e contagem de
pontos NORs por célula. A variavel espessura do septo alveolar e pontos NORs por célula apresentaram
distribuicao normal dos valores. A variavel congestao de vasos e capilares apresentou distribuicao nao normal
dos dados (p<0,05).

Para as variaveis com distribuicado normal foi utilizado o teste t de Student para amostras nao
pareadas. Para as variaveis com distribuicao nao normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O nivel de
decisao foi estabelecido em p<0,05.

li. RESULTADOS

O tecido pulmonar de todos os animais foi avaliado quanto a presenca de achados decorrentes de
alteracoes provocadas pela exposicao a altas concentracoes de OXIGENIO por tempo prolongado (tabela 1).

Trés dos 6 animais do grupo HIPEROXIA evoluiram para obito antes de completadas as 24 horas apos
o periodo de exposicao e foram imediatamente submetidos a coleta de material para processamento e
coloracao. Observou-se, a abertura da caixa toracica para retirada dos pulmoes, extenso conteudo liquido
transudativo na cavidade pleural. Os trés animais restantes sofreram eutandsia 24 horas apos a exposicao
(tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia de eventos durante e apds o periodo de exposicao a concentracao de oxigénio a 100%
por 72 horas.

Periodo de .
L - s 24 horas apos a
Grupo Hiperoxia exposicao 72 horas de exposicao o
N ’ exposicao
Hiperoxia
1 6bito Presenca de disfuncao 2 obitos Eutanasia dos 3
6 animais Entre 602 - 72a respiratoria em todos Imediatamente animais restantes
hora 0s animais restantes apos as 72 horas

O achado mais expressivo nas seccoes preparadas em HE foi o aumento da espessura dos septos
alveolares (figura 1), indicando presenca de espessamento das paredes alveolares (p<0,0001). Nao foi

112
REVISTA BIOCIENCIAS, UNITAU. Volume 14, numero 2, 2008. Disponivel em periodicos.unitau.br



observada diferenca estatisticamente significante na avaliacao da variavel congestao capilar (p=0,1998; teste
de Mann-Whitney) (tabela 2).

Tabela 2 - Espessura dos septos alveolares, congestao de vasos e capilares e pontos NORs por célula dos
grupos Controle e Hiperoxia. Avaliacao histologica das coloracdes HE e AGNOR.

Variaveis Grupo CONTROLE Grupo HIPEROXIA Valor de “p”
Espessura dos septos alveolares (um) 0,38+0,1 0,62+0,2 *<0,0001
Congestao (+) 1,75+0,5 2,17+0,8 0,1998
Pontos NOR por célula (dots) 1,0£0,4 1,8+0,4 *0,0064

Nota: (*) p<0,05.

Inflamacao aguda, inflamacao cronica, edema alveolar, hemorragia alveolar, desnudamento de areas
do epitélio alveolar e atelectasia nao foram observados.

Em relacao a comparacao dos valores de pontos NORs por células, o grupo HIPEROXIA apresentou valor
de pontos maior que o grupo ConTROLE (p=0,0064) conforme comparacao apresentada na figura 2.

~—— p<0,0001 4‘

0.754

0.504

Espessura septo (um)

0.25+

Cc

0.00-

Grupo Controle Grupo Hiperoxia

Figura 1. Espessura dos septos alveolares em fotomicrografias das seccoes pulmonares (HE, 400X). (A) Grupo
ConTtrOLE (0,38+0,1 pm), (B) Grupo HIPEROXIA (0,62+0,2 pm). (C). Valores significativamente maiores da
espessura dos septos alveolares para o grupo HIPEROXIA (teste t de Student).
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2.25~
2.00+

1.75+

1.50+

1.25+

1.00+

0.75+

Pontos NOR por célula

0.50+

0.25-

0.00- T
Grupo Controle Grupo Hiperoxie

Figura 2. Namero de pontos NORs por célula em fotomicrografias das seccoes pulmonares (AgNOR, 1000X).
(A) Grupo CoNTRrOLE (1,020,4 dots), (B) Grupo HIPErOXIA (1,820,4 dots). (C) Valores significativamente maiores de
pontos NORs por células no grupo HIPEROXIA (teste t de Student).

Iv. DISCUSSAO

Os resultados desse estudo mostraram que os animais do grupo HIPEROXIA, expostos a condicio
ambiente de concentracao de 100% de oxigénio por tempo de 72 horas apresentaram sinais relacionados a
toxicidade do oxigénio. Tal fato pode explicar a causa de 6bito em alguns animais do grupo antes mesmo de
completado o periodo total da exposicao ou imediatamente ao final dela. Essa evidéncia vai ao encontro de
outros modelos experimentais com a investigacao de dose resposta a diferentes concentracoes de oxigénio,
que identificaram para a concentracao de 100% de oxigénio por periodo de 72 horas situacao semelhante,
com oObito e lesao pulmonar difusa e menor formacdao de edema pulmonar quando utilizadas baixas
concentracoes de oxigénio (SILVEIRA et al., 2004; FERREIRA et al., 2007). Estudo classico da literatura cientifica
também enumera que as altas concentracoes de oxigénio por determinados periodos de exposicao podem
culminar em oObito e levar a quadros pulmonares compativeis com lesao difusa (CRAPO, 1986).

Ao término do periodo de exposicdo todos os animais apresentaram sinais de disfuncao respiratoria,
com a observacao de tiragem toracica, cianose de mucosas e extremidades e estado de hipocinesia, sendo
que dois dos animais culminaram em O6bito imediatamente apOs a exposicao. Durante a abertura da caixa
toracica para retirada dos pulmoes foi observada grande quantidade de liquido transltcido na cavidade pleural
destes animais. O aumento do processo de estresse oxidativo pode induzir o aumento da permeabilidade
vascular, o que resulta no aumento do liquido pleural e de forma associada ao edema pulmonar. O uso de
substancias atenuantes das agressoes por espécies reativas de oxigénio mostrou-se eficaz na diminuicao
destes efeitos, com reducao de até 50% da quantidade de volume pleural em comparacao aos grupos que
nao receberam substancia antioxidante (SINHA et al., 2005).

Clayton et al. (2001) observaram em relacao ao liquido pleural e edema pulmonar que o volume de
liguido pleural aumentou significativamente nos ratos expostos ao oxigénio e ao oxigénio adicionado de
monoxido de carbono. Tais efeitos aconteceram em decorréncia da hiperoxia, porque no grupo com inalacao
isolada com monoxido de carbono por trés dias nao houve acumulo de liquido pleural.

O achado mais expressivo no grupo HIPEROXIA foi o aumento da espessura do septo alveolar,
sugerindo o inicio de processo inflamatoério. Tal evidéncia também foi observada em pesquisa com estudo das
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respostas pulmonares em coelhos prematuros submetidos a restricao nutricional e hiperoxia, constatando o
espessamento dos septos alveolares, sugerindo um aumento do processo inflamatério (MATALOUN et al.,
2006).

A relacao entre processo inflamatorio e altas concentracoes de gases mostram que a exposicao ao
monoxido de carbono e ao oxigénio pode induzir o processo inflamatério pulmonar. Os estudos revelam altos
niveis da atividade nos grupos estudados, indicando a presenca do aumento de células inflamatorias
(CLAYTON et al., 2001). Entretanto, nessa pesquisa nao foram encontradas caracteristicas compativeis com
processo inflamatério agudo ou cronico, uma vez que na analise das seccoes de tecido pulmonar nao se
encontrou células proprias do processo inflamatorio.

Tal fato sugere a hipodtese de que nao houve tempo habil para a instalacao do processo inflamatorio.
O estudo de Crapo (1986) descreve a seqiiéncia de estagios que ocorrem durante o processo de lesao celular
em decorréncia da toxicidade do oxigénio, sendo o primeiro estagio denominado de fase de iniciacao e que a
exposicao em determinada quantidade da concentracao do gas pode ser letal e nao revelar evidéncias
morfologicas significantes causadas pela lesao. Essa fase é imediatamente seguida pela fase inflamatoria e,
em seguida, pela fase de destruicao com extensa lesao das células do parénquima pulmonar suficientes para
levar a morte os animais, no entanto o 6bito dos animais para esse estudo levanta a hipotese de a atribuicao
de causa a insuficiéncia respiratéria causada pelo derrame pleural e congestao pulmonar.

A associacao das lesoes provocadas por altas concentracoes de oxigénio e o estresse oxidativo sao
descritas em pesquisa sobre o efeito da ventilacdo com diferentes fracoes inspiradas de oxigénio e do
alopurinol na isquemia-reperfusao pulmonar em ratos, que constataram, em observacao contraditoria,
melhores resultados no grupo ventilado com oxigénio a 100% e que utilizou o antioxidante. A hipotese é de
que o efeito deletério da alta concentracao de oxigénio associada a ventilacao durante a isquemia-reperfusao
pulmonar deve-se basicamente ao estresse oxidativo, sugerindo que, quando este é bloqueado, o oxigénio
em alta concentracao tem seu potencial lesivo reduzido de forma significativa. (MAY SILVA et al., 2004).

A utilizacao de estratégia antioxidante durante condicoes de exposicao a hiperdxia por tempo
prolongado pode garantir a manutencdo da oxigenacao arterial, a diminuicao da fracao de shunt
intrapulmonar e reducao do edema pulmonar, comparando-se a condicoes de exposicao sem o0 uso de
substancias antioxidantes (SIMONSON et al., 1997).

Outro dado encontrado nesse estudo foi o aumento dos pontos NORs por célula no grupo
HIPEROXIA em relaciao ao grupo CONTROLE indicando um aumento da atividade mitdtica celular induzida pela
condicao de exposicao a condicoes de 100% oxigénio por 72 horas continuas.

A técnica de AGNOR se destina a marcar as regioes organizadoras nucleolares (NOR), que sao as
regidoes cromossdmicas que contém o maior nimero de genes ribossomal (rRNA). Assim, os nameros de
AgNORs refletem o nivel de sintese de rRNA, de tal maneira que seu aumento representa um aumento da
freqliéncia mitotica (SILVA et al., 2006; OLIVER; MARA; CHERIAN, 2005).

O uso das AgNORs mostrou-se Uutil para avaliacao de alteracoes celulares decorrentes da exposicao a
concentracao de 100% oxigénio por 72 horas, tendo suas vantagens caracterizadas por se tratar de uma
técnica de baixo custo com avaliacio em microscopia optica de luz. Sugere-se, entretanto, estudos adicionais
para mais evidéncias a respeito da aplicacao da técnica.

Barazzone et al. (1998), em estudo da toxicidade do oxigénio em pulmao de ratos obtiveram como
resultado que ambos, necrose e apoptose, contribuem para morte celular durante hiperoxia. Foi realizado
teste padrao com eletroforese do DNA pulmonar indicando que fragmentacao internucleosomal
(caracteristicas de apoptose) e degradacao total (caracteristica de necrose) sao induzidas pela hiperdxia e que
a hiperéxia produz aumento da sintese de RNA ou nivel de proteinas supressoras (p53), que sao expressas em
certos tipos de apoptose.

Em estudo sobre a reoxigenacao apos hipoxia grave, El Jamali et al. (2004) observaram aumento da
producao de células e também da expressao da actina a-sarcomérica, bem como os niveis de mRNA que
foram elevados pela hipoxia/reoxigenacao, com consequente hipertrofia de cardiomiocitos in vitro., expondo
a dependéncia da hipertrofia de cardiomidcitos a espécies reativas de oxigénio.

Em conclusao, a exposicao a concentracao de 100% de oxigénio por tempo de 72 horas provocou
alteracoes histologicas compativeis com o inicio do processo inflamatorio no tecido pulmonar e aumento da
atividade celular deste tecido, indicadas pelo aumento significativo da espessura dos septos alveolares e
aumento dos pontos NORs por célula para os animais expostos. Esses achados sugerem a ocorréncia de
agressoes provocadas por espécies reativas de oxigénio, causando efeitos deletérios no tecido pulmonar.
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