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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da concentracédo de oxigénio a 100%
em tempo de exposicdo de 72 horas no tecido pulmonar de ratos wistar. 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 grupos com 6 animais cada,
permanecendo o grupo Controle nas condicbes da fase de adaptacdo e o grupo
Hiperdxia, submetidos a inalagdo de oxigénio umidificado na concentragao de 100%
administrado de forma continua em um total de 12 L/min por 72 horas. Ao término da
exposi¢cao todos os animais apresentaram padrdo compativel com insuficiéncia
respiratoria aguda (aumento da frequéncia respiratéria, perda da coloragao cutanea
e manutencgdo de estado de hipocinesia), com progressao de 6bito para trés animais
antes de completadas 24 horas apds a exposi¢ao. A analise histolégica revelou para
o grupo Controle média de espessura dos septos alveolares de 0,38+0,1 um e para
o grupo Hiperdxia de 0,62+0,2 um (p<0,0001). Em relagdo a contagem de pontos
NORs por célula o grupo Controle apresentou 1,0+0,4 dots e o grupo Hiperdxia
1,840,4 dots (p=0,0064). Achados como inflamagdo aguda, inflamag&o cronica,
edema alveolar, hemorragia alveolar, desnudamento de areas do epitélio alveolar e
atelectasia nao foram observados. Apds analise dos resultados conclui-se que a
exposi¢cao a concentragdo de 100% por tempo de 72 horas pode causar alteragdes
histolégicas compativeis com inicio do processo de inflamagado e com aumento da
atividade celular em decorréncia de agressdes oxidativas, provocando disfungéo
respiratoria para todo o grupo e Obito para alguns dos animais submetidos a
hiperéxia.

Descritores: Oxigénio, hiperdxia, radicais livres, estresse oxidativo, doenca
pulmonar.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the 100% oxygen concentration effects in
Wistar rats’ lung tissue after 72 hours of exposition. Twelve male rats with mean
weight 210+15,9g, 60 to 90 days of age was studied, at random distributed in two
groups with 6 animals. Control group remained in adaption phase conditions, and
Hyperoxic group was submitted to inhalation of 100% humidified oxygen
concentration with 12 L/min continuous administration during 72 hours. After
exposition, all animals presented compatible signals of acute respiratory failure
(respiratory rate increase, cyanosis and hypocinetic state), three animals to made
death progress before 24 hours exposition. Histological analysis revealed alveolar
septa thickness mean of 0,38+0,1 um in Control group, and 0,62+0,2 um in
Hyperoxic group. The mean values of AQNOR dots for the Control group was 1,0+0,4
dots, and in Hyperoxic group 1,8+0,4 dots (p=0,0022). Acute inflammation, chronic
inflammation, alveolar edema, alveolar hemorrhage, alveolar epithelium denuded
areas and atelectasis weren’t observed. After results analysis it was concluded that
100% oxygen concentration after 72 hour exposition can cause histological
alterations compatible with inflammatory process beginning and cellular activity
increase by oxidative aggressions, causing respiratory dysfunction in whole group
and death in some animals submitted to hyperoxia.

Key words: Oxygen, hyperoxic, free radicals, oxidative stress, pulmonary disease.
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1 INTRODUGAO

O oxigénio pode causar lesdes pulmonares e sistémicas quando administrado
em altas doses ou por um periodo prolongado de tempo. Desta maneira, os
pacientes com doencas respiratorias crbnicas que dependem de oxigenioterapia por
longo prazo e, aqueles que necessitam de ventilagdo mecanica prolongada podem
estar mais expostos a esses riscos. Considerando-se que o tratamento adequado da
hipoxemia depende primeiramente de uma compreensao fisiopatologica satisfatoria
de todos os mecanismos envolvidos, doses desnecessarias de oxigénio podem ser
utilizadas em determinadas situagdes sem que a real causa da hipoxemia seja
efetivamente corrigida1.

A exposigao a altas concentragdes de oxigénio produzem consequéncias com
alteracbes do trato respiratério em seres humanos e outros animais, que se
manifestam durante as primeiras 24 a 72 horas apos serem expostos a 100%
oxigénio. As alteragdes ocorrem no epitélio pulmonar, na rede arterial pulmonar, nos
septos alveolares e também no espaco pleural. Os achados experimentais mostram
disfuncbes como atelectasias, edema alveolar intersticial, derrame pleural e
alteragdes na fungao e estrutura celular. As alteragdes morfoldgicas decorrentes da
inalacdo de concentragbes elevadas de oxigénio (O;) foram descritas inicialmente
em 1897-1899 por J. Lorraine Smith, que caracterizou os achados histolégicos
agudos incluindo, atelectasia, inflamagao, congestdo vascular e edema alveolar
relacionadas a toxicidade do O,

Clinicamente o uso de doses suplementares de oxigénio é frequente,
principalmente para o tratamento das condigcdes de disfuncbes respiratérias. No

entanto a falta de monitoragem adequada pode levar a situagdes de hiperdxia, que
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por tempo prolongado pode cursar com danos difusos em capilares pulmonares,
endotélio e epitélio gerando extensiva inflamagao com infiltrados celular e intersticial
e edema intra-alveolar. Estas situagdes patolégicas pulmonares estédo relacionadas
a geracgao de espécies reativas de oxigénio secundarias a hiperoxia®.

Os mecanismos de lesdo tecidual provocados por espécies reativas de
oxigénio despertam consideravel interesse cientifico, gerando estudos
fisiopatolégicos em relagdo ao envelhecimento, cancer, aterosclerose e inflamac&o®.
Entretando o uso de técnicas que ndo constituem analise imunohistoquimica na
investigacao de lesbes causadas pela exposigcado a altas concentragdes de oxigénio
por tempo prolongado € pouco descrita 0 que embasa o estudo de técnicas de
metodologia simples com analise morfoldgica, objetivando diminuir os custos como
complemento para a investigagao cientifica.

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas que apresentam elétrons
nao pareados em sua Orbita externa, sendo capazes de modificarem outras
moléculas, como proteinas, carbohidratos, lipideos e o acido desoxirribonucléico
(DNA). Sédo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Estas espécies reativas
se desenvolvem a partir do metabolismo aerdbio do oxigénio que pelo processo de
sua redugao acaba por formar espécies reativas® ® .

O pulmé&o é protegido contra as espécies reativas de oxigénio por enzimas
enddgenas antioxidantes tal como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase.
Mitocdndrias pulmonares sdo particularmente suscetiveis aos danos oxidativos e a
isoforma mitocondrial da SOD (manganese SOD [Mn SOD]), € a maior antagonista

da injuria oxidativa pulmonar® 8.
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Mais especificamente relacionados ao ambiente de cuidados intensivos e ao
procedimento de suporte ventilatério artificial, o Il Consenso Brasileiro de Ventilagao
Mecanica®,

...define a ventilagdo mecanica como um método de suporte para o
paciente durante uma enfermidade aguda, n&o constituindo
procedimento curativo, e seu emprego implica em riscos proprios, o
que exige uma indicacdo prudente e criteriosa com cuidados
especificos em decorréncia a sua aplicagao.

Descreve ainda que o uso de concentragbes de fragdes inspiradas de oxigénio
acima de 60% pode produzir efeitos secundarios, como alteragcado da formacgao de
surfactante, efeitos citotoxicos e traqueobronquites, a sindrome da angustia
respiratoria aguda e displasia broncopulmonar, dentre outras.

A hipétese de que ambientes que levem a produgao de espécies reativas de
oxigénio pela hiperoxia e seus efeitos deletérios motiva o esclarecimento e
informacdo, uma vez que no ambiente hospitalar, constantemente nos deparamos
com situacodes clinicas onde um paciente flutua entre estados clinicos de hipdxia e
hiperéxia.

Diante do exposto, justifica-se a execugdo da pesquisa, alicercados na
importancia da documentacgao de efeitos que possam interferir fisiopatologicamente
na evolugao clinica de situagdes que envolvam estados relacionados a exposicao a

altas concentragdes de oxigénio por tempo prolongado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS GASES NO ORGANISMO

O ar ambiente seco é composto por uma mistura gasosa incluindo oxigénio (O5)
com 20,93%, dioxido de carbono (CO;) com 0,04% e nitrogénio (N2) com 79,03%, e
ainda outros gases em concentragées diminutas. A pressdo parcial de cada gas
constituinte é proporcional a quantidade deste gas na mistura e ao seu numero de
moléculas, assim, quanto mais moléculas, maior sera a sua pressao parcial'® ',

Segundo a lei de Dalton a pressao da coluna de ar acima de um determinado
ponto da Terra é denominada pressao barométrica, que ao nivel do mar
corresponde a 760 mmHg. Tal pressao € determinada pela soma das pressdes de
cada gas constituinte do ar ambiente, assim podemos calcular a pressao parcial que,
por exemplo o O, exerce: onde PO, = 760 x 0,2093, resultando em uma pressao
parcial de 159,1 mmHg. E importante mencionar que a pressdo barométrica de 760
mmHg se refere a pressao ao nivel do mar e que esta pressao passa a diminuir com
o aumento da altitude, tornando o ar mais rarefeito'°.

Para ser mensurada a pressao que um determinado gas exerce no organismo,
mais especificamente nas vias aéreas € importante considerar a parte liquida
existente nos sistemas bioldgicos. Desta maneira, a quantidade de gas dissolvido
em um liquido, a dada temperatura, € igual ao produto da pressao parcial desse gas
no liquido por um coeficiente de solubilidade, caracteristico de cada combinacao
gas-liquido (lei de Henry). A influéncia que o liquido proporciona nas pressdes
parciais esta relacionada a pressao do vapor deste mesmo liquido no ambiente de

mensuragao. A pressao exercida pelas moléculas de agua ao se desprender de sua
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superficie € denominada pressao de vapor de agua (PH»0O), que na temperatura
corporal normal (37°C), é igual a 47 mmHg. Como a PH,O é incluida na presséo
total da mistura gasosa, os calculos das pressdes parciais dos gases usam como
fator multiplicador das fracdes a diferenca entre pressao barométrica e de vapor da
agua, em exemplo: (760 — 47 = 713 mmHg), o que determina uma PO, traqueal

durante a inspiracdo de 149,2 mmHg'% " 12,

2.2 DIFUSAO

A velocidade com que um gas se difunde através de um tecido é proporcional a
area disponivel para a troca, ao coeficiente de difusdo do gas no tecido e ao
gradiente de presséao parcial entre as duas faces do tecido. O coeficiente de difuséo
€ diretamente proporcional a solubilidade do gas no tecido e inversamente
proporcional ao seu peso molecular (lei de Fick).

Em relacdo ao O, e o CO,, observa-se que o CO; se difunde cerca de 20 vezes
mais rapidamente do que o O, pelos tecidos, porque, embora seu peso molecular
seja um pouco maior, o CO, tem maior solubilidade nos tecidos orgéanicos. O que
determina equilibrio entre a difusdo dos dois gases é a diferenga do gradiente de
pressdo para cada gas, com o O, com um gradiente de aproximadamente 60 mmHg

e 0 CO, com um gradiente de apenas 6 mmHg aproximadamente® '3,

2.3 TRANSPORTE DE OXIGENIO NO SANGUE

A maior parte do O, é transportada nas hemacias, combinados a hemoglobina.

Uma pequena porgao permanece no plasma e no fluido intracelular eritrocitario,
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transportado para os tecidos em solugéo simples. A quantidade de O, dissolvido é
diretamente proporcional a sua pressado parcial no sangue. Para cada mmHg de
PO,, ha 0,003 ml de O, para cada 100 ml de sangue, expresso na forma de 0,003
vol%. Assim em uma PO, de 100 mmHg, hd somente 0,3 vol% de oxigénio
dissolvido. Quando um individuo respira O, puro em uma pressdo barométrica de
760 mmHg, a PO, eleva-se para um maximo teérico de 673 mmHg, a PO, arterial

excede 600 mmHg e seu O; dissolvido se aproxima de 2 vol%'°.

2.4 OXIGENIOTERAPIA

A oxigenioterapia € definida como a oferta de oxigénio em porcentagens
superiores aquela presente no ar ambiente, em torno de 21%. Desde que Priestley e
Lavoisier (1775) descobriram o oxigénio, ele vem sendo utilizado como terapia
suplementar em diversas situagdes clinicas com o objetivo de propiciar uma
oxigenagao sistémica adequada e de, consequentemente, evitar os efeitos
prejudiciais da hipoxia ao organismo™.

A oxigenioterapia esta indicada para muitos pacientes com hipoxemia. O
fisioterapeuta, com frequéncia, trata pacientes que necessitam de oxigénio
suplementar.

O principal objetivo da oxigenioterapia € obter uma saturagdo de oxigénio
(Sa0y) superior a 90% de forma que a PaO, esteja acima de 60 mmHg, afim de
favorecer o metabolismo aerdbico. Também objetiva manter a presséo parcial de
oxigénio no sangue arterial em valores normais ou préximos ao normal.

A oxigenioterapia pode ser ofertada ao paciente utilizando-se de sistema de

baixo fluxo, que fornece oxigénio por meio de um fluxo inferior a demanda do
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paciente. Desta forma, ocorre diluicdo do O, fornecido com o gas inspirado. Os
sistemas de baixo fluxo compreendem: o cateter nasal, mascara facial simples e
transtraqueal. Também pode ser utilizado o sistema de alto fluxo, que suplanta a
demanda inspiratéria do paciente, podendo regular a fracdo inspirada de oxigénio
(FiO,) de acordo com as necessidades terapéuticas'®.

Em estudo realizado por Robert et al.,'® testando-se a hipotese de diminuir a
resisténcia vascular pulmonar em pacientes cardiopatas com hipertensao pulmonar
usando oxigenioterapia com fragao inspirada de oxigénio a 100%, obtiveram como
resultado potencial vasodilatagdo da circulagdo pulmonar e aumento da saturacao
de oxigénio arterial, incluindo a prescricdo de oxigenioterapia como método
terapéutico para tal disfungao.

Mais especificamente relacionados ao ambiente de cuidados intensivos e ao
procedimento de suporte ventilatério artificial, o || Consenso Brasileiro de Ventilacédo
Mecanica®, descreve que o uso de concentracdes de fracdes inspiradas de oxigénio
acima de 60% pode produzir efeitos secundarios, como alteragdo da formacgao de
surfactante, efeitos citotoxicos e traqueobronquites, a sindrome da angustia
respiratoria aguda e displasia broncopulmonar, dentre outras.

E importante lembrar que a indicagéo da oxigenioterapia deve ter metas, logo
devem ser definidos: o sistema de administracdo do O,, o tempo da aplicagao da
técnica e a porcentagem do fluxo (O2) ofertado. O oxigénio € uma droga e deve ser
prescrito e monitorado criteriosamente, utilizando a gasometria arterial ou registros
de saturagdo de oxigénio. A Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia em
referéncia a toxicidade e efeitos colaterais na oxigenioterapia domiciliar prolongada
relata que a toxicidade pulmonar por oxigénio pode ocorrer quando forem utilizadas

fragbes inspiradas superiores a 50% por longos periodos, ressaltando que a
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recomendagdao € de que seja utilizado o menor fluxo de O, necessario para

manutencgao da saturagao adequada de oxigénio”.

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO

Todos os 6rgaos corporais demonstram lesdes quando expostos a altos niveis
de oxigénio, porém, o pulmdo é o mais afetado por estar diretamente exposto as
maiores pressdes desse gas. Pelo fato de ser preferencialmente distribuido para
areas pulmonares que apresentam melhor complacéncia, o oxigénio suplementar
inspirado aumenta o risco de lesdes nessas regides previamente normais. Muitas
células do parénquima pulmonar sdo capazes de gerar espécies reativas de
oxigénio (ERO). Com a hiperdxia ha formagao do radical superdoxido pela agao da
xantina oxidase sobre a hipoxantina, tal situagcdo pode produzir lesbes em
decorréncia do aumento do estresse oxidativo advindo da hiperoxia. O termo
estresse oxidativo é utilizado em circunstancias nas quais o “desafio” por radicais
livres resulta em dano tecidual ou na produgdo de compostos téxicos ou danosos
aos tecidos® '®.

O estresse oxidativo € causado por um desequilibrio entre o sistema
antioxidante e as ERO. Essas ultimas sdo subprodutos do metabolismo celular e se
constituem de atomos ou moléculas que contém oxigénio e apresentam um elétron
nao pareado na sua Orbita externa. Elas sdo capazes de reagir com outras
moléculas contra as quais colidem, retirando elétrons dessas substéncias e
modificando suas estruturas moleculares® *°.

Sob condi¢cdes aerdbicas normais, menos de 5% do consumo de oxigénio

corporal participa da formacgao de intermediarios toxicos de oxigénio. Entretanto, em
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situagdes em que ocorre aumento da pressao arterial de oxigénio (PaO;), nem todo
oxigénio inspirado € reduzido diretamente a agua, o que favorece o aparecimento
das ERO. As principais ERO conhecidas s&o: oxigénio singlet ('O,), hidroxila (OH-),
superéxido (O2-) e perdxido de hidrogénio (H2O2). A geracdo dessas espécies
reativas por diversos agentes agressores e células inflamatérias causam lesao
celular e tecidual nos pulmées®® . O O,- é formado a partir da redugdo do oxigénio
com um elétron e, quando protonado em meio com baixo pH, torna-se a principal
fonte de H,0O,. Esse ultimo pode reagir com alguns metais redox-reativos como o
ferro e o cobre formando novas ERO como o hidroxila®.

A exposicao prolongada em niveis de 100% de oxigénio podem causar leséao
pulmonar difusa com insuficiéncia respiratéria, de forma similar a sindrome da
angustia respiratéria aguda (SARA). Tanto a SARA quanto a toxicidade do oxigénio
envolvem os mecanismos do estresse oxidativo no pulm&o. As lesdes pulmonares
sdo produzidas em parte pela geragdo do radical superdxido, que pode causar
danos biologicos e também desencadear a formagéo de outras espécies reativas®'.

As ERO podem promover a peroxidacdo lipidica da membrana celular e
consequentemente, induzir a formacdo de moléculas vasoativas e proinflamatoérias,
o que altera a barreira lipidica e aumenta a permeabilidade da membrana®.
Proteinas e polipeptidios também estdo sujeitos aos efeitos lesivos das EROs como
fragmentacdo, agregacdo e suscetibilidade a digestdo proteolitica. Finalmente,
acidos nucléicos sao oxidados, resultando em estruturas de DNA alteradas e em
mutagénese. Portanto, o evento inicial da toxidade por hiperoxia nos pulmbes € a
formagdo excessiva de ERO, sendo a OH- e o O2- os mais frequentemente

relacionados a lesdo pulmonar®.
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Existem sistemas de defesa contra o estresse oxidativo que sdo denominados
antioxidantes e pode ser de origem enzimatica e ndo enzimatica. Os antioxidantes
nao enzimaticos incluem, dentre outros, as vitaminas A, C, E e o acido urico. A
superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa (GPX) sdo exemplos
de antioxidantes enzimaticos® 2'. A exposicao prévia a concentragbes subletais de
oxigénio pode aumentar a tolerdncia ao mesmo, provavelmente pelo aumento
dessas defesas enzimaticas e ndo enzimaticas ou por alteracbes anatbmicas na
estrutura celular. Além disso, Ward et al.??, demonstraram que as citocinas como IL-
11 e IL-6 conferem protecdo em lesdo pulmonar aguda causada por hiperdxia e que
esta resposta é resultado da habilidade da IL-11 em inibir a inducdo de morte celular
causada pelo excesso de oxigénio, sem, no entanto, causar maiores alteragdes nos
antioxidantes pulmonares. Ainda descrevendo sobre a importancia da agao

antioxidante bioldgica, Russell et al.?®

pesquisaram a expressdo da SOD na fibrose
pulmonar induzida pela bleomicina. Os resultados apresentados mostraram
confirmacéo da hipotese de atenuacéo da lesdo pulmonar e que a SOD extracelular

se configura um importante redutor na magnitude da lesdo pulmonar induzida pelas

ERO em decorréncia da administragcao de bleomicina.



20

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da alta concentragdo de oxigénio

em tempo de exposi¢ao de 72 horas no tecido pulmonar de ratos wistar.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar morfometricamente os achados pulmonares decorrentes das situacdes
de exposi¢ao a altas concentragcdes de oxigénio.
Detectar as alteragdes celulares apds a exposicdo, pela avaliagdo da

expressao das regides organizadoras nucleolares argirofilicas.
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4 METODO

A pesquisa foi realizada apés aprovacédo pela Comissdo de Etica em Pesquisa
com Animais/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),

conforme certificado n°® 127/2006 (Anexo).

4.1 LOCAL E PERIODO

O estudo experimental foi realizado no setor de Técnica Cirurgica Il do Hospital
Veterinario da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do

Pantanal (UNIDERP), em Campo Grande - MS no més de junho de 2007.

4.2 AMOSTRA

Foram estudados 12 ratos machos adultos 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 condicbes controladas de luminosidade e
temperatura em seis animais por caixa de polipropileno com dimensdes de
33x40x17 cm, com grades de ago inoxidavel, com alimentagdo padrdo” e agua ad
libitum. Essas condi¢des foram utilizadas como base para adaptacao inicial.

Procedeu-se a distribuicdo dos animais de forma aleatéria em dois grupos com
6 animais cada, permanecendo o grupo CONTROLE nas mesmas condi¢cdes da fase

de adaptacéo e o grupo HIPEROXIA, colocados em caixa de vidro desenvolvida para o

* Rag&o da marca Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes.



22

estudo nas dimensdes 33x40x30 cm, com fechamento hermético, proporcionado
pela adesao tampa/caixa com adesivo de silicone e suplemento de oxigénio ofertado
por um total de 6 cilindros com capacidade cada de 10 m? (10.000 Iitros)*.

O gas foi distribuido para a caixa por valvula de pressao graduada de 0 a 300
Kgficm? e fluxdmetro graduado de 1 a 15 L/min®, umidificado por um umidificador de
passagem, também da mesma marca, com o fluxo de gas de entrada e saida do
interior da caixa ocorrendo por dois orificios nas laterais da caixa com diametro de 2
cm, reduzidos para 1 cm de forma a proporcionar adaptacdo ao sistema de
umidificacdo, mantendo as medidas de entrada e saida do gas com o mesmo
diametro garantindo fluxo continuo aferido no orificio de saida por ventildmetro®,
certificando os valores gerados pelo fluxdmetro, com manutencéo de 12 L/min, e
prevenindo a alteracido de pressdo no ambiente interno.

Da mesma forma que o grupo CONTROLE, 0 grupo HIPEROXIA teve acesso a

oferta de agua e ragao ad libitum por todo o periodo.

4.3 EXPOSIGAO A HIPEROXIA

O oxigénio umidificado foi administrado de forma continua em um total de 12

L/min por 72 horas seguidas. Este fluxo continuo foi utilizado para prevenir o

acumulo de CO, e manter uma concentracdo constante de 100% de O,°

) Adquiridos da Empresa Oxinal Oxigénio Nacional Ltda (Campo Grande — MS).

T Marca White Martins®.

* Marca Ferraris, modelo Mark 8.

§ Calibragem do fluxo adequado — Aparelho Portal DX 2020 (Dixtal Biomédica Industria e Comércio
Ltda, Manaus, Brasil).
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4.4 EUTANASIA E PREPARO DAS PECAS PARA ANALISE HISTOLOGICA

A eutanasia foi realizada com dose letal via injecdo intraperitoneal de
pentobarbital sodico (65 mg/Kg). Os pulmdes foram removidos do térax com os
animais posicionados e fixados em decubito dorsal, por incisdo mediana partindo da
regido 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, apds cuidadosa
ressecg¢ao, os pulmdes foram retirados e separadamente submersos em solucéo de
formol tamponado a 10%.

As pecas foram processadas e incluidas em blocos de parafina com cortes de 4
um de espessura para confecgado das laminas. Foram coradas por Hematoxilina e
Eosina (HE) e AQNOR (Apéndice A).

Os cortes foram analisados em microscopia 6ptica de luz' com captura de
imagem por camera analdgica 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 imersdo em 1000x para AgNOR. Os
campos foram analisados por profissional patologista com analise quanti-qualitativa
para ambos os preparos.

Para avaliagao da hipétese de edema pulmonar foram avaliadas duas variaveis:
congestao de vasos e capilares e espessura dos septos alveolares. Foi realizada a
contagem em cruzes (+) do nivel de congestdo de vasos e capilares no tecido
pulmonar, aceitando-se como parametro a relagdo do numero de vasos e capilares

congestos em analise comparativa lamina a lamina entre as amostras.

" Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda — Campinas, SP.
T Olympus BX 41 Trinocular Microscope.
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Para determinagcdo da espessura do septo alveolar de cada lamina foram
obtidos 10 campos fotograficos de forma aleatéria. Em cada campo fotografico foi
realizada mensuracgéao 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, a
seqguir calculo da média por grupo e ao final, realizagcdo de comparagao entre os
grupos. Outros possiveis achados também foram investigados para descrigéo.

As laminas para observagdo das regides organizadoras nucleolares foram
submetidas a analise quantitativa com escolha aleatéria de células pulmonares por
campo fotografico com obtengdo do numero de pontos NORs em cada célula,
obtendo-se ao final um valor médio+dp para cada grupo experimental*.

A técnica de AgQNOR néo constitui uma reagao imunohistoquimica, porém, pode
ser uma medida da atividade de proliferagdo nuclear. As regides organizadoras do
nucléolo (NORs) sao constituidas por segmentos de DNA que contém os genes para
a produgdo do acido ribonucléico ribossémico (RNAr) e representam os nucléolos
celulares. Usando-se a técnica de impregnagdo com prata, estas estruturas s&o
vizualizadas a microscopia 6ptica como pontos escuros. O numero e a area de

NORs no nticleo sao relacionadas com a sintese de proteinas®” %.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos da avaliagao microscépica das laminas preparadas em HE e
AgNOR foram tabulados e analisados’ com obtengdo das medidas de tendéncia
central (média) e de dispersdo (desvio padréo). Para a observagdo quanto a

distribuicdo dos valores foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk aplicado para a

" Para a mensuragao e contagem foi utilizado o Software Image Pro Plus®, Media Cybernetics INC™,
EUA.
T Software Microsoft Excel 2003 e Software BioEstat 3.0.
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avaliagdo da espessura dos septos alveolares, congestdo de vasos e capilares
pulmonares e contagem de pontos NORs por célula. Foi testada a hipbtese de
nulidade, com distribuicdo normal dos valores e a hipotese alternativa com
distribuicado ndo normal. O nivel de decisdo estabelecido foi de p<0,05. Em relagao
as variaveis espessura do septo alveolar e pontos NORs por célula aceita-se a
hipétese de nulidade com distribuicdo normal dos valores (p>0,05). Para a variavel
congestao de vasos e capilares aceita-se a hipétese alternativa com distribuicdo néo
normal dos dados (p<0,05).

Para as variaveis com distribuicdo normal foi utilizado o teste paramétrico de t
de Student para amostras ndo pareadas. Para as variaveis com distribuicdo nao
normal foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney. O nivel de decisao foi

estabelecido em p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os tecidos pulmonares de todos os animais foram avaliados quanto a presenca
de achados decorrentes de alteragbes provocadas pela exposicdo a altas
concentragdes de O, por tempo prolongado (tabela 1).

Em todos os animais submetidos a concentragao de 100% O, por um periodo
de 72 horas, foi observado ao término da exposicao presenca de padrdao compativel
com insuficiéncia respiratdria aguda (aumento do ritmo respiratério, cianose e estado
de hipocinesia).

Trés dos 6 animais do grupo HIPEROXIA evoluiram para O6bito antes de
completadas as 24 horas apds o periodo de exposi¢cao e foram imediatamente
submetidos a coleta de material para processamento e coloragcdo. Observou-se a
abertura da caixa toracica para retirada dos pulmdes extenso conteudo liquido
transudativo na cavidade pleural. Os trés animais restantes sofreram eutanasia 24

horas apds a exposicio (quadro 1).

Quadro 1 — Sequéncia de eventos durante e apds o periodo de exposigdo a
concentragdo de oxigénio a 100% por 72 horas.

Periodo de ,
Grupo - . 24 horas apoés
Hi . exposicao 72 horas de exposig¢ao L
iperdxia . . a exposicao
Hiperoxia
1 6bito Presenga 2 obitos Eutanasia dos
6 animais | Entre 602 — 722 Insuficiéncia Imediatamente 3 animais
hora respiratoria em apos as 72 restantes
todos os animais horas
restantes

O achado mais expressivo nas secgdes preparadas em HE foi o aumento da

espessura dos septos alveolares (figura 1), indicando presenca de espessamento

) Crapo JD, Morphologic Changes in Pulmonary Oxygen Toxicity. Ann. Rev. Physiol 1986, 48:721-
731.
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das paredes alveolares (p<0,0001). Nao foram observados niveis significantes de

congestao capilar e de vasos (p=0,1998) (tabela 1).

Tabela 1 — Analise histologica das coloragbes HE e AQNOR em relagao a espessura
dos septos alveolares, congestdo de vasos e capilares e pontos NORs por célula
dos grupos CONTROLE e HIPEROXIA. Valores expressos em médiatdp. (n=12)

. Grupo Grupo .
Variaveis CONTROLE HIPEROXIA  Valorde“p
Espessura dos septos 0,380, 1 0,62+0,2 *<0,0001
alveolares (um)

Congesto (+) 1,750,5 2,1740,8 0,1998
Pontos NOR por célula (dots) 1,0+£0,4 1,8+0,4 *0,0064

Nota: (*) Comparagbes estatisticamente significativas.

Achados como inflamagdo aguda, inflamagao crénica, edema alveolar,
hemorragia alveolar, desnudamento de areas do epitélio alveolar e atelectasia nao
foram observados.

Em relacdo a comparagédo dos valores de pontos NORs por células, o grupo
HIPEROXIA apresentou um valor de pontos maior que o grupo CONTROLE (p=0,0064)

(figura 2).
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p<0,0001

0.754

0.504 J—

Espessura septo (um)

0.254

0.00

Grupo Controle Grupo I—iiperéxia

Cc

Figura 1. Comparagdo da espessura dos septos alveolares. Fotomicrografia das
secgdes pulmonares (HE, 400X). (A) Grupo Controle (0,38+0,1 um), (B) Grupo
Hiperoxia (0,62+0,2 um), submetido a ambiente com 100% O2 por 72 horas. (C)
Valores expressos em médiatdp. Os valores sao estatisticamente diferentes com
aumento da espessura de septo alveolar para o grupo hiperoéxia, p<0,05 (teste t de
Student).
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2.25- — p=0,0064 ————
2.004

1.754
1.504
1.254

1.00+
0.754

Pontos NOR por célula

0.50+
0.25-

Grupo Controle Grupo I-iiper()xia

C

Figura 2. Comparagao do numero de pontos NORs entre o grupo Controle e Grupo
Hiperdxia. Fotomicrografia das secg¢des pulmonares (AgNOR, 1000X). (A) Grupo
Controle (1,0+0,4 dots), (B) Grupo Hiperoxia (1,8+0,4 dots), submetido a ambiente
com 100% O, por 72 horas. (C) Valores expressos em médiatDP. Os valores sao
estatisticamente diferentes com nimero maior de pontos NORs nas células do grupo
hiperdxia, p<0,05 (teste t de Student).
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6 DISCUSSAO

Os animais do grupo HIPEROXIA, expostos a condicdo ambiente de
concentragédo de 100% de O, por tempo de 72 horas apresentaram sinais e sintomas
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 ou
imediatamente ao final da exposi¢cdo. Esta evidéncia vai de encontro a outros
modelos experimentais com a investigagdo de dose resposta a diferentes
concentragdes de O, que identificaram para a concentragdo de 100% de O, por
periodo de 72 horas situacdo semelhante, com 6bito e lesdo pulmonar difusa e
menor formacdo de edema pulmonar quando utilizada baixas doses de 0,2 %,
Estudo classico da literatura cientifica também enumera que as altas concentragdes
de oxigénio por determinados periodos de exposicado podem culminar em o6bito e
levar a quadros pulmonares compativeis com leséo difusa®.

Ao término do periodo de exposi¢cao todos os animais apresentaram padrao de
insuficiéncia respiratéria, sendo que 2 dos animais culminaram em O&bito
imediatamente apds a exposicado. Durante a abertura da caixa toracica para retirada
dos pulmdes foi observada grande quantidade de liquido translucido na cavidade
pleural destes animais. Segundo Sinha et al.® o aumento do processo de estresse
oxidativo pode induzir o aumento da permeabilidade vascular, o que pode levar ao
aumento do liquido pleural e de forma associada ao edema pulmonar. O uso de
substancias atenuantes das agressdes oxidadivas mostrou-se eficaz na diminuigéo
destes efeitos, com reducdo de até 50% da quantidade de volume pleural em

comparagao aos grupos que nao receberam substancia antioxidante.
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Em estudo realizado por Clayton et al.> sobre as lesdes pulmonares causadas
pela inalagcdo de mondéxido de carbono e hiperdxia, observaram em relagdo ao
liquido pleural e edema pulmonar que o volume de liquido pleural aumentou
significativamente nos ratos expostos a O, e O, adicionado de mondxido de carbono
(CO). Que tais efeitos se deram em decorréncia da hiperdxia porque no grupo com
inalagao isolada com CO por 3 dias ndo houve acumulo de liquido pleural.

Dentre os achados histologicos apds analise das sec¢des do tecido pulmonar, o
observado com mais expressividade foi 0 aumento da espessura do septo alveolar
no grupo HIPEROXIA sugerindo o inicio de processo inflamatério. Tal evidéncia
também foi observada em pesquisa26 com estudo das respostas pulmonares em
coelhos prematuros submetidos a restricdo nutricional e hiperdxia, constatando o
espessamento dos septos alveolares, sugerindo um aumento do processo
inflamatario.

A relacado entre processo inflamatorio e exposigcdo a altas concentragdes de
gases mostram que a exposigao ao CO e ao O, pode induzir o processo inflamatorio
pulmonar. Os estudos revelam altos niveis da atividade nos grupos estudados,
indicando a presenca do aumento de células inflamatdrias®, outros estudos?' 2" 28
sobre a exposicdao a hiperdoxia em humanos, também descrevem aumento da
concentragao de albumina no lavado broncoalveolar como resultante do aumento da
permeabilidade vascular causada pelo nivel de hiperéxia. Tal situacdo esta
relacionada com o influxo de células inflamatodrias. Entretanto, o mesmo nao foi
observado nessa pesquisa. Ao investigar-se a hipétese de achados inflamatorios
nao foi encontrada caracteristica de processo inflamatério agudo ou crénico, uma
vez que na analise das secc¢des de tecido pulmonar ndo foram observadas células

préprias da instalacado de processo inflamatario.
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Este fato sugere a hipétese de que nao houve tempo habil para a instalagdo do
processo inflamatorio. O estudo de Crapo? descreve a seqiiéncia de estagios que
ocorrem durante o processo de lesao celular em decorréncia da toxicidade do Oy,
sendo o primeiro estagio denominado de fase de iniciagdo e que a exposigcdo em
determinada quantidade da concentragcdo do gas pode ser letal e ndo revelar
evidéncias morfologicas significantes causadas pela lesdo. Esta fase ¢é
imediatamente seguida pela fase inflamatoria e em seguida pela fase de destruigao
com extensa lesdo das células do parénquima pulmonar suficientes para levar a
morte 0s animais, no entanto o 6bito dos animais para este estudo levanta a
hipétese da atribuicdo de causa a insuficiéncia respiratéria aguda causada pelo
derrame e congestao.

Vale ressaltar que a oxigenioterapia, modalidade de aplicagao suplementar de
oxigénio € utilizada em grande escala nos ambientes hospitalares com o objetivo de
melhorar a oxigenagao sistémica para se evitar os efeitos da hipdxia ao organismo,
e esta indicada em varias situacdes, onde pacientes sdo acometidos por estados de
hipoxemia. O fisioterapeuta atua frequentemente de forma direta com esta
modalidade terapéutica.

Os efeitos benéficos da oferta de oxigénio aos pacientes que sdo acometidos
por insuficiéncia respiratoria aguda estao relacionados com a redugao e inibicdo da
formagdo das espécies reativas de oxigénio formadas pela condicdo de hipdxia
inibindo a proliferagdo e apoptose celular no tecido pulmonar®®. Entretanto, ha a
necessidade de se ter cautela ao submeter o paciente a inalagdo de altas
concentragbes de O,. O procedimento de oxigenioterapia, seja em respiragéo
espontanea, seja em pacientes com suporte ventilatorio invasivo implica em riscos

préprios e sua indicagao deve ser criteriosa.
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A associagcdo das lesdes provocadas por altas concentracbes de O, e o
estresse oxidativo sdo descritas em pesquisa sobre o efeito da ventilagdo com
diferentes fragdes inspiradas de oxigénio e do alopurinol na isquemia-reperfuséo
pulmonar em ratos, que constataram, em observagcdo contraditéria, melhores
resultados no grupo ventilado com oxigénio a 100% e que utilizou o antioxidante. A
sugestdo de que o efeito deletério da alta concentragdo de oxigénio associada a
ventilagdo durante a isquemia-reperfusdo pulmonar deve-se basicamente ao
estresse oxidativo, parecendo que, quando este é bloqueado, o oxigénio em alta
concentragdo tem algum efeito benéfico™®.

A utilizacdo de estratégia antioxidante durante condigbes de exposi¢cao a
hiperdxia por tempo prolongado pode garantir a manutencao da oxigenacgao arterial,
a diminuicdo da fragdo de shunt intrapulmonar e diminuir o edema pulmonar,
comparando-se a condi¢des de exposi¢cao sem o uso de substancias antioxidantes®".

Outro dado encontrado neste estudo foi o aumento dos pontos NORs no grupo
HIPEROXIA em relagdo ao grupo CONTROLE indicando um aumento da atividade
mitética celular induzida pela condi¢cao de exposig¢ao a condi¢gdes de 100% O, por 72
horas continuas.

Utilizar as AgNOR (regides organizadoras nucleolares argirofilicas) como
marcadores de proliferacdo celular se justifica porque tal técnica marca de forma
quantitativa a interferéncia nos estagios do ciclo celular. A técnica de AgNOR se
destina a marcar as regides organizadoras nucleolares (NOR), que s&o as regides
cromossOmicas que contém o maior numero de genes ribossomal (rRNA). Assim, os
numeros de AgNORs refletem o nivel de sintese de rRNA, de tal maneira que seu

aumento representa um aumento da freqiiéncia mitética®* *.
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O uso das AgNORs mostrou-se util para avaliagdo de alteragdes celulares
decorrentes da exposi¢do a concentracédo de 100% O2 por 72 horas, tendo suas
vantagens caracterizadas por se tratar de uma técnica de baixo custo com avaliagéo
em microscopia oOptica de luz. Sugere-se, entretanto estudos adicionais para mais
evidéncias a respeito da aplicagao da técnica.

Barazzone et al.>*, em estudo da toxicidade do O, em pulméo de ratos obtiveram
como resultado que ambos, necrose e apoptose contribuem para morte celular
durante hiperodxia. Foi realizado teste padrdo com eletroforese do DNA pulmonar
indicando que fragmentagdo internucleosomal (caracteristicas de apoptose) e
degradagao total (caracteristica de necrose) sdo induzidas pela hiperoxia 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 reoxigenagdo apds hipoxia grave, ElI Jamali et al.>®,
observaram aumento da producgao de células e também da expressado da actina a-
sarcomérica, bem como os niveis de mMRNA foram elevados pela
hipdxia/reoxigenagao, com consequente hipertrofia de cardiomiécitos em vitro. Em
conclusao, levantaram a dependéncia da hipertrofia de cardiomidcitos a espécies

reativas de oxigénio.
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7 CONCLUSOES

A exposicao a concentracao de 100% de O, por tempo de 72 horas provocou
disfungao respiratéria, além de ébito para alguns animais submetidos a hiperoxia.

A avaliagdo morfométrica revelou alteragdes histolégicas compativeis com
inicio do processo de inflamacédo caracterizada nesse estudo pelo aumento da
espessura dos septos alveolares no grupo exposto.

Houve aumento da expressao das regides organizadoras argirofilicas (AgNOR)
demonstradas pelo aumento dos pontos NORs na avaliagdo histoldgica,
caracterizando aumento da atividade celular em decorréncia da exposicdao a

hiperéxia.
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APENDICE A - Descrigdo das técnicas de preparo das laminas em
HE e AgNOR.

Preparo Histolégico — HE

O processamento para analise histolégica em HE foi realizado com o pulmao
direito iniciado apds 24 horas de imersdo na solugdo de formol tamponado a 10%.
As pecas foram imersas por 01 hora em alcool etilico a 90%, 01 hora de imersdo em
alcool etilico a 95% e 04 sessdes de imersdo com 01 hora de duragéo cada, em
alcool etilico absoluto.

Posteriormente as pecas foram submersas em 02 sessdes de 01 hora cada em
xilol, seguida de imersao em parafina | durante 02 horas, parafina Il durante 02
horas e emblocamento com parafina histoldgica acrescida de 20% de cera de abelha
em 02 sessdes de 2,5 minutos.

Os blocos foram cortados com navalha de 04 um, os cortes resultantes foram
colocados em laminas e posteriormente em estufa a 60°C por aproximadamente 12
horas.

Apos desparafinizacdo, os cortes sofreram coloracdo com hematoxilina-eosina
(HE). Inicialmente as laminas foram submersas durante 02 minutos em xilol |
seguido de 02 minutos em xilol I, hidratadas com imers&o por 1,5 minutos em alcool
etilico a 80%; 1,5 minutos em alcool etilico a 70%; 02 minutos em agua e imerséo
em hematoxilina por 1,5 minutos.

O processo de desidratagcédo foi realizado com imersdo em agua seguido de
imersdo por 04 minutos em eosina. Foram realizadas sessbes de imersdao com

duracado de 1,5 minutos em alcool etilico a 80%; 90%; e 03 sessbes em alcool
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absoluto. Novamente banho de xilol | durante 01 minuto, banho de xilol Il durante 01

minuto e imersao em xilol Il durante aproximadamente 20 minutos.

Preparo e Anadlise Histolégica — Regidao Organizadora Nucleolar Argirofilica
(AgNOR)

Os pulmdes ja previamente emblocados em parafina foram submetidos a cortes
longitudinais de 4 um de espessura estendidos sobre laminas de microscopia e
desparafinizados e rehidratados pela sequéncia xilol e etanol, com imersao em xilol,
periodo de 30 minutos em estufa a 57°C, temperatura ambiente por 20 minutos,
imersdo em etanol por 20 minutos, também em solugao de acido acético/etanol (1:3)
por 05 minutos, lavagem por 03 vezes sem intervalo em etanol absoluto.

As laminas foram imersas em celuidina a 1% diluida em etanol/éter (1:1)
durante 01 minuto e submetidas a secagem por 01 hora. O endurecimento da
celuidina foi feito por imersdo em etanol 70% por 05 minutos, seguido de lavagem
das laminas em agua destilada. Em sequéncia foi realizado o gotejamento de
preparo de 2g/dl de gelatina, 2g/dl de acido féormico aquoso, misturado a 50 g/dl de
solugdo aquosa de nitrato de prata (1:2). Os cortes foram mantidos em estufa a 45°C
em camara umida por 45 minutos.

As laminas foram retiradas e lavadas vigorosamente com agua destilada a

45°C e desidratadas com etanol em concentracdes crescentes e clareadas em xilol.
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APENDICE B - Estrutura fisica para producio de ambiente de
hiperodxia

Figura 3. Estrutura para produ¢ao de ambiente de hiperdxia com cilindro de oxigénio
com capacidade para 10 m* (10000 litros), umidificador de passagem. Conexdo com
caixa de vidro por meio de interface com 1 cm de didmetro. Orificio de saida de ar e
cabo de termdmetro digital. Manutencao da oferta de ragdo e agua durante periodo
de exposicao a hiperoxia.
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RESUMO

Objetivo: avaliar os efeitos da concentragdo 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 aleatdéria em dois grupos com 6 animais cada,
permanecendo o grupo Controle nas condicbes da fase de adaptacédo e o grupo
Hierdxia, submetidos a inalagdo de oxigénio umidificado na concentragdo de 100%
administrado de forma continua em um total de 12 L/min por 72 horas. Resultados:
Ao término da exposicao todos os animais apresentaram padrao compativel com
insuficiéncia respiratoria aguda (aumento da frequéncia respiratéria, perda da
coloracdo cutdnea e manutengcdo de estado de hipocinesia), com progressao de
obito para trés animais antes de completadas 24 horas apds a exposicdo. A analise
histolégica revelou para o grupo Controle 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 de pontos NORs por célula o grupo Controle apresentou 1,0+0,4 dots e o
grupo Hiperoxia 1,8+0,4 dots (p=0,0064). Achados como inflamagao aguda,
inflamacé&o crénica, edema alveolar, hemorragia alveolar, desnudamento de areas
do epitélio alveolar e atelectasia nao foram observados. Conclusao: A exposi¢ao a
concentragdo de 100% por tempo de 72 horas pode causar alteragdes histologicas
compativeis com inicio do processo de inflamagdao e com aumento da atividade
celular em decorréncia de agressdes oxidativas, provocando disfungéo respiratoria
para todo o grupo e 6bito para alguns dos animais submetidos a hiperoxia.

Descritores: Oxigénio, hiperdxia, radicais livres, estresse oxidativo, doenca
pulmonar.

Correspondéncia: Daniel Martins Pereira, Rua Alzira Alves do Amaral, 107, BI F, Apt
2, Conjunto Mata do Jacinto, CEP 79033-339, Campo Grande, MS, Brasil.
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Introducgao

O oxigénio pode causar lesdes pulmonares e sistémicas quando administrado
em altas doses ou por um periodo prolongado de tempo. Desta maneira, os
pacientes com doencas respiratorias cronicas que dependem de oxigenioterapia por
longo prazo e, aqueles que necessitam de ventilagdo mecanica prolongada podem
estar mais expostos a esses riscos. Considerando-se que o tratamento adequado da
hipoxemia depende primeiramente de uma compreensao fisiopatologica satisfatoria
de todos os mecanismos envolvidos, doses desnecessarias de oxigénio podem ser
utilizadas em determinadas situagdes sem que a real causa da hipoxemia seja
efetivamente corrigida1.

A exposigao a altas concentragdes de oxigénio produzem consequéncias com
alteracbes do trato respiratorio em seres humanos e outros animais. As alteracoes
ocorrem no epitélio pulmonar, na rede arterial pulmonar, nos septos alveolares e
também no espacgo pleural. Os achados experimentais mostram disfuncbées como
atelectasias, edema alveolar intersticial, derrame pleural e alteragdes na fungao e
estrutura celular. As alteracbes morfologicas decorrentes da inalacdo de
concentragdes elevadas de oxigénio (O;) foram descritas inicialmente em 1897-1899
por J. Lorraine Smith, que caracterizou os achados histolégicos agudos incluindo,
atelectasia, inflamacdo, congestdo vascular e edema alveolar relacionadas a
toxicidade do O,°.

Clinicamente o uso de doses suplementares de oxigénio é frequente,
principalmente para o tratamento das condigbes de disfungdes respiratérias. No
entanto a falta de monitoragem adequada pode levar a situagdes de hiperdxia, que
por tempo prolongado pode cursar com danos difusos em capilares pulmonares,
endotélio e epitélio gerando extensiva inflamagao com infiltrados celular e intersticial
e edema intra-alveolar. Estas situagdes patoldgicas pulmonares estédo relacionadas
a geracao de espécies reativas de oxigénio secundarias a hiperoxia®.

Os mecanismos de lesdo tecidual provocados por espécies reativas de
oxigénio despertam consideravel interesse cientifico, gerando estudos
fisiopatoldgicos em relagdo ao envelhecimento, cancer, aterosclerose e inflamagao®.

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas que apresentam elétrons
nao pareados em sua Orbita externa, sendo capazes de modificarem outras

moléculas, como proteinas, carbohidratos, lipideos e o acido desoxirribonucléico
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(DNA). Sédo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Estas espécies reativas
se desenvolvem a partir do metabolismo aerdbio do oxigénio que pelo processo de
sua redugao acaba por formar espécies reativas™ I8

O pulméo é protegido contra as espécies reativas de oxigénio por enzimas
enddégenas antioxidantes tal como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase.
Mitocdndrias pulmonares sado particularmente suscetiveis aos danos oxidativos e a
isoforma mitocondrial da SOD (manganese SOD [Mn SOD]), € a maior antagonista
da injuria oxidativa pulmonar® 8.

Mais especificamente relacionados ao ambiente de cuidados intensivos e ao
procedimento de suporte ventilatério artificial, o II Consenso Brasileiro de Ventilagcédo
Mecanica® descreve que o uso de concentragdes de fragdes inspiradas de oxigénio
acima de 60% pode produzir efeitos secundarios, como alteracédo da formagéao de
surfactante, efeitos citotoxicos e traqueobronquites, a sindrome da angustia
respiratoria aguda e displasia broncopulmonar, dentre outras.

A hipétese de que ambientes que levem a produgao de espécies reativas de
oxigénio pela hiperoxia e seus efeitos deletérios motiva o esclarecimento e
informagédo, uma vez que no ambiente hospitalar, constantemente nos deparamos
com situacgdes clinicas onde um paciente flutua entre estados clinicos de hipdxia e
hiperoxia.

Diante do exposto, justifica-se a execugdo da pesquisa, alicercados na
importancia da documentacgao de efeitos que possam interferir fisiopatologicamente
na evolugao clinica de situagdes que envolvam estados relacionados a exposi¢cao a
altas concentragdes de oxigénio por tempo prolongado.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da concentracdo de 100% de
oxigénio em tempo de exposi¢cdo de 72 horas no tecido pulmonar de ratos wistar,
caracterizar morfometricamente os achados pulmonares decorrentes das situacoes
de exposicdo a altas concentragdes de oxigénio e detectar as alteragdes celulares
apés a exposicao pela avaliagdo da expressdo das regides organizadoras

nucleolares argirofilicas (AgNOR).
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Método

A pesquisa foi realizada apés aprovacédo pela Comissdo 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 Regido do
Pantanal (UNIDERP), em Campo Grande - MS no més de junho de 2007.

Foram estudados 12 ratos machos adultos 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 condicbes controladas de luminosidade e
temperatura em seis animais por caixa de polipropileno com dimensdes de
33x40x17 cm, com grades de ago inoxidavel, com alimentagc&o padrédo com ragao da
marca Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes e agua ad libitum. Essas condigbes foram
utilizadas como base para adaptagao inicial.

Procedeu-se a distribuicdo dos animais de forma aleatoria em dois grupos com
6 animais cada, permanecendo o grupo CONTROLE nas mesmas condi¢cdes da fase
de adaptacéo e o grupo HIPEROXIA, 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 ofertado
por um total de 6 cilindros com capacidade cada de 10 m> (10.000 litros).

O gas foi distribuido para a caixa por valvula de pressédo graduada de 0 a 300
Kgflcm? e fluxdmetro graduado de 1 a 15 L/min marca White Martins®, umidificado
por um umidificador de passagem, também da mesma marca, com o fluxo de gas de
entrada e saida do interior da caixa ocorrendo por dois orificios nas laterais da caixa
com diametro de 2 cm, reduzidos para 1 cm de forma a proporcionar adaptacdo ao
sistema de umidificagdo, mantendo as medidas de entrada e saida do gas com o
mesmo diametro garantindo fluxo continuo aferido no orificio de saida por
ventildbmetro da marca Ferraris, modelo Mark 8, certificando os valores gerados pelo
fluxdmetro, com manutencdo de 12 L/min, e prevenindo a alteragcéo de pressao no
ambiente interno.

Da mesma forma que o grupo CONTROLE, 0 grupo HIPEROXIA teve acesso a

oferta de agua e ragao ad libitum por todo o periodo.
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O oxigénio umidificado foi administrado de forma continua em um total de 12
L/min por 72 horas seguidas. Este fluxo continuo foi utilizado para prevenir o
acumulo de CO; e manter uma concentragao constante de 100% de O,

A eutanasia foi realizada com dose letal via injecdo intraperitoneal de
pentobarbital sodico (65 mg/Kg) (Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda — Campinas, SP). Os pulmdes foram removidos do térax com o0s animais
posicionados e fixados em decubito dorsal, por incisdo 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 incisdo sub-xiféidea e
osteotomia costal paraesternal. Procedeu-se a pleurotomia e, apds cuidadosa
ressecc¢ao, os pulmdes 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 pra confec¢ao das laminas. Foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) e
AgNOR.

Os cortes foram analisados em microscopia optica de luz (Olympus BX 41 —
Trinocular Microscope) com captura de imagem por camera analdgica prépria
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 imersdo em 1000x para AgNOR. Os campos foram analisados por
profissional patologista com analise quanti-qualitativa para ambos os preparos.

Para avaliagao da hipétese de edema pulmonar foram avaliadas duas variaveis:
congestdo de vasos e capilares e espessura dos septos alveolares. Foi realizada a
contagem em cruzes (+) do nivel de congestdo de vasos e capilares no tecido
pulmonar, aceitando-se como parametro a relagdo do numero de vasos e capilares
congestos em analise comparativa lamina a lamina entre as amostras.

Para determinacdo da espessura do septo alveolar de cada lamina foram
obtidos 10 campos fotograficos de forma aleatoéria. Em cada campo fotografico foi
realizada mensuragao 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, a
seguir calculo da média por grupo e ao final, realizagcdo de comparagdo entre os
grupos. Outros possiveis achados também foram investigados para descrigéo.

As laminas para observagdo das regides organizadoras nucleolares foram

submetidas a analise quantitativa com escolha aleatéria de células pulmonares por
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campo fotografico com obtengdo do numero de pontos NORs em cada célula,
obtendo-se ao final um valor médio+dp para cada grupo experimental.

Os dados obtidos da avaliagdo microscopica das laminas preparadas em HE e
AgNOR foram tabulados e analisados com obtencdo das medidas de tendéncia
central (média) e de dispersdo (desvio padréo). Para a observagdo quanto a
distribuicdo dos valores foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk aplicado para a
avaliagdo da espessura dos septos alveolares, congestdo de vasos e capilares
pulmonares e contagem de pontos NORs por célula. Foi testada a hipbtese de
nulidade, com distribuicdo normal dos valores e a hipotese alternativa com
distribuicdo ndo normal. O nivel de decisdo estabelecido foi de p<0,05. Em relagao
as variaveis espessura do septo alveolar e pontos NORs por célula aceita-se a
hipétese de nulidade com distribuicdo normal dos valores (p>0,05). Para a variavel
congestéo de vasos e capilares aceita-se a hipdétese alternativa com distribuicdo n&o
normal dos dados (p<0,05).

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

Resultados

O tecido pulmonar de todos os animais foi avaliado quanto a presenga de
achados decorrentes de alteragbes provocadas pela exposicdo a altas
concentragdes de O, por tempo prolongado (tabela 1).

Em todos os animais submetidos a concentragao de 100% O por um periodo
de 72 horas, foi observado ao término da exposicao presenca de padrao compativel
com insuficiéncia respiratéria aguda (aumento da frequéncia respiratoria, cianose
estado de hipocinesia).

Trés dos 6 animais do grupo HIPEROXIA evoluiram para O6bito antes de
completadas as 24 horas apds o periodo de exposi¢cdo e foram imediatamente
submetidos a coleta de material para processamento e coloragdo. Observou-se a
abertura da caixa toracica para retirada dos pulmdes extenso conteudo liquido
transudativo na cavidade pleural. Os trés animais restantes sofreram eutanasia 24

horas apos a exposig¢ao (quadro 1).
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Quadro 1 — Sequéncia de eventos durante e apds o periodo de exposigcao a
concentragao de oxigénio a 100% por 72 horas.

Periodo de .
Grupo -~ . 24 horas apés
Hi e exposigao 72 horas de exposigao .
iperoxia Hi . a exposicao
iperoxia
1 6bito Presenca 2 6bitos Eutanasia dos
6 animais | Entre 602 — 722 Insuficiéncia Imediatamente 3 animais
hora respiratoria em apoés as 72 restantes
todos os animais horas
restantes

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

congestao capilar e de vasos (p=0,1998) (tabela 1).

Tabela 1 — Analise histologica das coloragbes HE e AQNOR em relagao a espessura
dos septos alveolares, congestdo de vasos e capilares e pontos NORs por célula
dos grupos CONTROLE e HIPEROXIA. Valores expressos em médiazdp. (n=12)

. Grupo Grupo .
Variaveis CONTROLE HIPEROXIA  Valorde“p
Espessura dos septos 0,3820,1 0,6210,2 *<0,0001
alveolares (um)

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: (*) Comparagbes estatisticamente significativas.

Achados como inflamagdo aguda, inflamagdo crénica, edema alveolar,
hemorragia alveolar, desnudamento de areas do epitélio alveolar e atelectasia nao
foram observados.

Em relacdo a comparagédo dos valores de pontos NORs por células, o grupo
HIPEROXIA apresentou um valor de pontos maior que o grupo CONTROLE (p=0,0064)
(figura 2).
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p<0,0001

0.754

0.504 J—

Espessura septo (um)

0.254

0.00

Grupo Controle Grupo I—iiperéxia

Cc

Figura 1. Comparagdo da espessura dos septos alveolares. Fotomicrografia das
secgdes pulmonares (HE, 400X). (A) Grupo CONTROLE (0,38+0,1 um), (B) Grupo
HIPEROXIA (0,62+0,2 um), submetido a ambiente com 100% O, por 72 horas. (C)
Valores expressos em médiatdp. Os valores sao estatisticamente diferentes com
aumento da espessura de septo alveolar para o grupo hiperoéxia, p<0,05 (teste t de
Student).



56

2.25- — p=0,0064 ————
2.004

1.754

1.504
1.254

1.00+
0.754

Pontos NOR por célula

0.50+
0.25-

Grupo Controle Grupo I-iiper()xia

C

Figura 2. Comparagao do numero de pontos NORs entre o grupo Controle e Grupo
Hiperdxia. Fotomicrografia das secg¢des pulmonares (AgNOR, 1000X). (A) Grupo
CONTROLE (1,0£0,4 dots), (B) Grupo HIPEROXIA (1,8+0,4 dots), submetido a ambiente
com 100% O, por 72 horas. (C) Valores expressos em médiatDP. Os valores sao
estatisticamente diferentes com niumero maior de pontos NORs nas células do grupo
hiperdxia, p<0,05 (teste t de Student).

Discussao

Os resultados deste estudo mostraram que os animais do grupo HIPEROXIA,
expostos a condicdo ambiente de concentracdo de 100% de O, por tempo de 72

horas apresentaram sinais e sintomas relacionados a toxicidade do oxigénio. Tal fato
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pode explicar a causa de o6bito em alguns animais do grupo antes mesmo de
completado o periodo total ou imediatamente ao final da exposi¢cédo. Esta evidéncia
vai de encontro a outros modelos experimentais com a investigagdo de dose
resposta a diferentes concentragbes de O,, que identificaram para a concentragao
de 100% de O, por periodo de 72 horas situacdo semelhante, com 6ébito e lesao
pulmonar difusa e menor formacdo de edema pulmonar quando utilizada baixas

doses de O,"% ™

. Estudo classico da literatura cientifica também enumera que as
altas concentragdes de oxigénio por determinados periodos de exposi¢cdo podem
culminar em dbito e levar a quadros pulmonares compativeis com lesdo difusa?.

Ao término do periodo de exposi¢cao todos os animais apresentaram padrao de
insuficiéncia respiratéria, sendo que 2 dos animais culminaram em O&bito
imediatamente apds a exposigado. Durante a abertura da caixa toracica para retirada
dos pulmdes foi observada grande quantidade de liquido translucido na cavidade
pleural destes animais. O aumento do processo de estresse oxidativo pode induzir o
aumento da permeabilidade vascular, o que pode levar ao aumento do liquido
pleural e de forma associada ao edema pulmonar. O uso de substancias atenuantes
das agressdes oxidadivas mostrou-se eficaz na diminuicdo destes efeitos, com
reducdo de até 50% da quantidade de volume pleural em comparagdo aos grupos
que n&o receberam substancia antioxidante'?.

Em estudo realizado por Clayton et al.®, sobre as lesdes pulmonares causadas
pela inalagcdo de mondxido de carbono e hiperdxia, observaram em relagdo ao
liquido pleural e edema pulmonar que o volume de liquido pleural aumentou
significativamente nos ratos expostos a O, e O adicionado de monodxido de carbono
(CO). Que tais efeitos se deram em decorréncia da hiperdxia porque no grupo com
inalagao isolada com CO por 3 dias ndo houve acumulo de liquido pleural.

Dentre os achados histologicos apds analise das sec¢des do tecido pulmonar, o
observado com mais expressividade foi 0 aumento da espessura do septo alveolar
no grupo HIPEROXIA sugerindo o inicio de processo inflamatério. Tal evidéncia
também foi observada em pesquisa“”, com estudo das respostas pulmonares em
coelhos prematuros submetidos a restricdo nutricional e hiperdxia, constatando o
espessamento dos septos alveolares, sugerindo um aumento do processo
inflamatario.

A relacado entre processo inflamatorio e exposigcdo a altas concentragdes de

gases mostram que a exposicdo ao CO e ao O, podem induzir o processo
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inflamatorio pulmonar, os estudos revelam altos niveis da atividade nos grupos
estudados, indicando a presenca do aumento de células inflamatérias®, outros

estudos®” %

sobre a exposi¢ao a hiperéxia em humanos, também descrevem
aumento da concentracao de albumina no lavado broncoalveolar como resultante do
aumento da permeabilidade vascular causada pelo nivel de hiperdxia. Tal situagao
esta relacionada com o influxo de células inflamatdrias. Entretanto, nessa pesquisa
aqui apresentada ao investigar-se a hipétese de achados inflamatérios nao foi
encontrada caracteristica de processo inflamatério agudo ou crénico uma vez que na
analise das secgdes de tecido pulmonar ndo foram observadas células préprias da
instalagao de processo inflamatério.

Tal fato sugere a hipotese de que nao houve tempo habil para a instalagdo do
processo inflamatorio. O estudo de Crapo? descreve a seqiiéncia de estagios que
ocorrem durante o processo de lesdo celular em decorréncia da toxicidade do Oy,
sendo o primeiro estagio denominado de fase de iniciagdo e que a exposigdo em
determinada quantidade da concentragcdo do gas pode ser letal e ndo revelar
evidéncias morfologicas significantes causadas pela lesdo. Esta fase ¢é
imediatamente seguida pela fase inflamatoria e em seguida pela fase de destruigao
com extensa lesdo das células do parénquima pulmonar suficientes para levar a
morte 0s animais, no entanto o 6ébito dos animais para este estudo levanta a
hipétese da atribuicdo de causa a insuficiéncia respiratéria aguda causada pelo
derrame e congestao.

A associagdo das lesdes provocadas por altas concentragdes de O, e o
estresse oxidativo sdo descritas em pesquisa sobre o efeito da ventilagdo com
diferentes fragdes inspiradas de oxigénio e do alopurinol na isquemia-reperfuséo
pulmonar em ratos, que constataram, em observagcdo contraditéria, melhores
resultados no grupo ventilado com oxigénio a 100% e que utilizou o antioxidante. A
sugestdo de que o efeito deletério da alta concentragdo de oxigénio associada a
ventilagdo durante a isquemia-reperfusdo pulmonar deve-se basicamente ao
estresse oxidativo, parecendo que, quando este é bloqueado, o oxigénio em alta
concentragdo tem algum efeito benéfico™.

A utilizacdo de estratégia antioxidante durante condigbes de exposicdo a
hiperoxia por tempo prolongado, podem garantir a manutengdo da oxigenagao
arterial, a diminui¢gao da fragdo de shunt intrapulmonar e diminuir o edema pulmonar,

comparando-se a condicdes de exposigdo sem o uso de substancias antioxidantes'.
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Outro dado encontrado neste estudo foi o aumento dos pontos NORs no grupo
HIPEROXIA em relagdo ao grupo CONTROLE indicando um aumento da atividade
mitotica celular induzida pela condigdo de exposi¢ao a condi¢des de 100% O, por 72
horas continuas.

O uso das AgNOR (regides organizadoras nucleolares argirofilicas) como
marcadores de proliferagdo celular se justifica porque tal técnica marca de forma
quantitativa a interferéncia nos estagios do ciclo celular. A técnica de AgNOR se
destina a marcar as regides organizadoras nucleolares (NOR), que s&o as regides
cromossOmicas que contém o maior numero de genes ribossomal (rRNA). Assim, os
numeros de AgNORs refletem o nivel de sintese de rRNA, de tal maneira que seu
aumento representa um aumento da freqiiéncia mitética'® .

O uso das AgNORs mostrou-se util para avaliagdo de alteragdes celulares
decorrentes da exposi¢gao a concentragdo de 100% O2 por 72 horas, tendo suas
vantagens caracterizadas por se tratar de uma técnica de baixo custo com avaliagéo
em microscopia oOptica de luz. Sugere-se, entretanto estudos adicionais para mais
evidéncias a respeito da aplicagao da técnica.

Barazzone et al."®

, em estudo da toxicidade do O, em pulmao de ratos obtiveram
como resultado que ambos, necrose e apoptose contribuem para morte celular
durante hiperodxia. Foi realizado teste padrdo com eletroforese do DNA pulmonar
indicando que fragmentagdo internucleosomal (caracteristicas de apoptose) e
degradagao total (caracteristica de necrose) sdo induzidas pela hiperoxia e que a
hiperoxia produz aumento da sintese de RNA ou nivel de proteinas supressoras
(p53), que sao expressas em certos tipos de apoptose.

Em estudo sobre a reoxigenagdo apds hipoxia grave, ElI Jamali et al.’®,
observaram aumento da producgao de células e também da expressado da actina a-
sarcomérica, bem como os niveis de mRNA foram elevados pela
hipoxia/reoxigenagao, com consequente hipertrofia de cardiomidcitos em vitro. Em
conclusao, levantaram a dependéncia da hipertrofia de cardiomidcitos a espécies

reativas de oxigénio.
Conclusao

A exposicdo a concentragdo de 100% por tempo de 72 horas pode causar

alteracgdes histolégicas compativeis com inicio do processo de inflamagéo e com
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aumento da atividade celular em decorréncia de agressdes oxidativas, provocando
disfungao respiratéria para todo o grupo e ébito para alguns dos animais submetidos

a hiperdxia.

ABSTRACT

Objective: evaluate the 100% oxygen concentration effects in Wistar rats’ lung tissue
after 72 hours of exposition. Methods: Twelve male rats with mean weight
210+15,9¢g, 60 to 90 days of age was studied, at random distributed in two groups
with 6 animals. CONTROL group remained in adaption phase conditions, and
HYPEROXIC group was submitted to inhalation of 100% humidified oxygen
concentration with 12 L/min continuous administration during 72 hours. Results:
After exposition, all animals presented compatible signals of acute respiratory failure
(respiratory rate increase, cyanosis and hypocinetic state), three animals to made
death progress before 24 hours exposition. Histological analysis revealed alveolar
septa thickness mean of 0,38%+0,1 pm in CONTROL group, and 0,62+0,2 ym in
HYPEROXIC group. The mean values of AQNOR dots for the CONTROL group was
1,0+0,4 dots, and in HYPEROXIC group 1,8+0,4 dots (p=0,0022). Acute inflammation,
chronic inflammation, alveolar edema, alveolar hemorrhage, alveolar epithelium
denuded areas and atelectasis weren’t observed. Conclusion: That 100% oxygen
concentration after 72 hour exposition can cause histological alterations compatible
with inflammatory process beginning and cellular activity increase by oxidative
aggressions, causing respiratory dysfunction in whole group and death in some
animals submitted to hyperoxia.

Key words: Oxygen, hyperoxic, free radicals, oxidative stress, pulmonary disease.
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