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RESUMO

BIZERRA PL. Efeitos da hiperdxia variavel no estresse oxidativo e
histopatologia de ratos recém-desmamados. Campo Grande; 2016.
[Dissertacdo - Programa de PoOs-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro-oeste].

Com o objetivo de analisar as alteracdes em plasma e tecido pulmonar de ratos
recém-desmamados submetidos a oxigenoterapia, através da avaliacdo de
MDA e histopatologia pulmonar, foram utilizados 144 ratos da linhagem Wistar,
expostos a diferentes concentracfes de O, (21, 50, 75 e 100%). Cada grupo foi
distribuido em subgrupos conforme o tempo de exposi¢cédo (1, 2 e 3 horas), e
redistribuidos conforme o tempo de eutanasia: imediatamente apos a
exposicdo, e apos 10 dias da ultima exposicdo ao O,, os pulmdes foram
coletados e fixados em formol para analise histolégica onde foram observadas
variaveis capazes de demonstrar alteracdo na histoarquitetura pulmonar.
Concentracdes elevadas de MDA no plasma de ratos que sofreram eutanasia
imediatamente apls a exposicdo ao oxigénio na fracdo 50% sugere estresse
oxidativo independente do tempo. No entanto, ndo foi observada no presente
estudo a relacdo entre elevacdo dos niveis de MDA e aumento das
concentracbes de oxigénio, as alteracdes pulmonares mais frequentes e
significativas presentes nos animais expostos a hiperdxia foram: hemorragia,
espessamento de septo e congestdo, presentes em todos os grupos dez dias
apos a exposicao ao O,, mediante a ndo observacgao de fibrose progressiva ou
restauracdo da arquitetura alveolar normal, pode-se considerar que ndo houve
remodelamento pulmonar nos animais avaliados.

Palavras-chave: Oxigenoterapia, Lesdo pulmonar, Estresse oxidativo,
Remodelamento Pulmonar.



ABSTRACT

In order to analyze the changes in plasma and lung tissue of weanling rats with
oxygen therapy by evaluating MDA and lung histopathology were used 144
Wistar rats exposed to different concentrations of O, (21, 50, 75 and 100%).
Each group was distributed into subgroups according to the exposure time (1, 2
and 3 hours), and redistributed according to the euthanasia time: immediately
after treatment, and 10 days after the last exposure to O, lungs were collected
and fixed in formalin for histological analysis where variables were found able to
demonstrate changes in lung architecture. High concentrations of MDA in
plasma from mice were euthanized immediately after exposure to 50% oxygen
fraction in oxidative stress suggests independent of time. However, it was not
observed in this study the relationship between elevation of MDA levels and
increased oxygen concentrations, the most frequent pulmonary changes and
significant present in animals exposed to hyperoxia were hemorrhage, septal
thickening and congestion, present in all groups ten days after exposure to O,
by not observing progressive fibrosis or restoration of normal alveolar
architecture, it can be considered that there was no lung remodeling in animals

evaluated.

Keywords: Oxygen Therapy, lung injury, oxidative stress, pulmonary

remodeling.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Distribuicdo do escore médiox desvio padrdo da presenca de
alteragBes histopatolégicas no parénquima pulmonar de ratos ao longo do
tempo dentro de cada concentraGao de Og.........coevevveviiviiiiiiiiiieeee e eeeeeeeeeeienns 38



FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

LISTA DE FIGURAS

Delineamento dO @StUO.......oeneeeeee e, 28

Distribuicdo do escore médio de absorbancia de Malondialdeido
(MDA) encontrados nos pulmdes de ratos submetidos a diferentes
concentracbes de oxigénio comparacao do efeito ao longo do
tempo dentro de cada coNCentragao..............uvvvvvciiiiiieeeeeeeeennn. 33

Distribuicdo do escore médio de absorbancia de Malondialdeido
(MDA) encontrados no plasma de ratos submetidos a diferentes
concentracbes de oxigénio comparacao do efeito ao longo do
tempo dentro de cada concentragao............cccceevvvvvvviiieiieeeeeennn. 34

Fotomicrografia de pulmé&o de rato submetido a norméxia (21%
0O,), visdo panoramica da arquitetura pulmonar alterada, pulméo
de rato submetido a hiperoxia (100% O2).......ccceeeeeeevviviiieriininnns 36

Fotomicrografia de pulmédo de rato submetido a hiperéxia (75%
O,) durante 1 hora imediatamente apds a exposicao e pulméo de
rato submetido a hiperdxia (50% O,) durante 2 horas, dez dias
APOS A EXPOSICAD......cceeeiieeeeiiiiiiiiiia s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 37

Fotomicrografia de pulm&o de rato submetido a hiperdxia (75%
0O,) durante 2 horas dez dias apds a exposi¢cdo e pulméao de rato
submetido a hiperoxia (75% O,) durante 2 horas, dez dias apos a
EXPOSIGEOD. .. eeeee ettt 37

Fotomicrografia de pulm&o de rato submetido a hiperéxia (100%
O,) durante 2 horas imediatamente apds a exposi¢ao e pulmao de
rato submetido a hiperéxia (50% O,) durante 2 horas, dez dias
APOS A EXPOSICAD.....ceeiieeereeiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 41



ANOVA
CAT
CEUA
CPAP
DBP
DD
DNA
EOT
ERN
ERO
FiO,
FRAP
GPx-

HE
HPLC
HPS

IEO
MDA
MEC
ODP
OFA
ORAC
Pl
Pl
PaO,
RN
mm
SatO»
SOD
TBA
TBARS
TEAC
TRAP
UFMS
uPA
UTI
VM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Andlise de Variancia

Catalase

Comité de ética no uso de animais
Pressao Positiva Continua em Vias Aéreas
Displasia broncopulmonar

Eutanédsia apos 10 dias

Acido desoxirribonucleico

Estado Oxidante Total

Espécies reativas de nitrogénio

Espécies reativas de oxigénio

FracOes Inspiradas de Oxigénio
Ferric-Reducing Ability of Plasma
Glutationa Peroxidase

hora

Hematoxilina e eosina

High Performance Liquid Chromatography
Hipertenséo pulmonar secundaria
Eutanéasia imediatamente apds a exposi¢ao
indice do Estado Oxidante

Malondialdeido

Matriz extracelular

Oxigenoterapia domiciliar prolongada
Oxigénio de alto fluxo

Oxygen Radical Absorbancy Capacity
Pneumacitos tipo |

Pneumacitos tipo |l

Pressédo parcial de oxigénio
Recém-nascido

Rotag&o por minuto

Saturagao de oxigénio

Superoxido dismutase

Acido tiobarbittrico

Thiobarbituric Reactive Substances
Trolox Equivalent Antioxidant

Trapping Antioxidante Parameter
Univesidade Federal do Mato Grosso do Sul
Uroquinase

Unidade de Terapia Intensiva

Ventilagdo Mecéanica



*0,
*OH
102
H20,
KCI
kg
mg
nm
nmol
O,

LISTA DE SIMBOLOS

Superoxido

Hidroxila

Singlet de O,

Perdxido de hidrogénio
Cloreto de potéassio
Quilo

Miligramas
Namometro

Nanomol

Oxigénio



SUMARIO

R0 ] 510070 LT 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 17
2.1 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo .......ccccccceeeeeeeeeeeeceiinnnnnnn. 17
A O ) q o =T a Lo (=T =T o] - NP 19
2.3 Peroxidacéo lipidica e Malondialdeido.............uuveiiiiiiiiiiiiiiiee e, 21
2.4 Remodelamento PUIMONAN ......cooo i 22
S OBUIETIVOS . .. et e et e e e e e e e e e aee 26
3.1 OBIETIVO GERAL ...t eeb e e eees 26
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......ocuiiiiiieieiiiesieieiee st 26
4 MATERIAL E METODO ......coi ittt ettt eaeete e etesreeeeane e 27
2 R o Yot I =N o =1 o T o T 27
4.2 Animais de eXPerimentaCa0 ..........uieeeeeeeiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e 27
4.3 DEIINECAMENTO ...ceiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e neees 27
4.4 Coleta da amostra e armazenamento ..........coooiuviiiiiiieeeee e 29

4.5 Avaliacédo lipidica Quantificacdo do malondialdeido do plasma pelo

método do acido tiobarbitdrico (TBA) OU €NSAI0 ........ceeveeeeiiiiiiiiiiieee e, 29

4.6 Quantificacdo do malondialdeido do tecido pelo método do acido

tiobarbitirico (TBA) OU ENS@AI0 .....uuuiieieeeeeeeieiiiee e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e eeennnns 30
4.7 Andlise HiStopatolOgiCa.......ccoviiiiiiiiiii e 31
4.8 ANAlISE ESTAtISTICA ...oo i 31
5 RESULTADOS € DISCUSSAD .....oviiiiieeieeieeeeeeeee e 32
B CONCLUSAO ...ttt 42

REFERENCIAS . ...ccc e ettt ettt 43



APENDICE 1



15

1 INTRODUCAO

O oxigénio (O,) € um elemento quimico incolor, inodoro e pouco soluvel
que constitui 21% do ar que respiramos e € fundamental para o
desenvolvimento celular (GULINA, 2015). De todos os fatores que determinam
a manutencdo da vida, a abstencdo ao oxigénio € o0 que acarreta mais
rapidamente a morte. Como consequéncia, o uso adicional de oxigénio torna-
se necessario em diversas ocasifes onde a oxigena¢do do sangue ou tecidos
ficam prejudicadas, o tratamento deve ser feito de forma continua até a
recuperacdo do doente e a dose ofertada de O, deve ser bem calculada para
evitar efeitos indesejaveis (CERVAENS et al.,2014).

Oxigenacédo adequada é aquela que leva O, suficiente para o consumo
requerido. Evitar a hipoxia € importante, no entanto, manter condicbes de
hiperoxia pode levar ao estresse oxidativo e dano tissular. Para muitos
neonatos a oxigenoterapia € fundamental para sua sobrevivéncia, apesar de
seus beneficios, o excesso pode produzir reacfes téxicas ao organismo. No
pulmdo a toxicidade do O, depende de trés fatores: concentracdo do gas
inspirado, duracdo da exposicdo ao oxigénio e susceptibilidade individual que
depende do metabolismo e nivel de antioxidantes endégenos (LAFUENTE et
al., 2011).

A ventilacdo mecanica € bastante utilizada em casos de hipdxia,
utilizando altas concentracdes de oxigénio em estado de choque. No entanto,
esta abordagem é utilizada de maneira indiscriminada, atendido pela descrenca
do potencial pro-inflamatério dos efeitos da hiperdxia, mesmo reconhecendo o
papel de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo no dano tecidual
(BITTERMAN, 2010).

Episodios frequentes de hipoxia/hiperdxia podem produzir alteracdes
significativas no organismo que poderiam ser evitadas com o manejo correto do
02 principalmente nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), sendo
fundamental a monitorizagdo e controle ao ser administrado nos neonatos,
visto que, a toxicidade nesta etapa da vida é muito alta (MASIDE, 2014).

As espécies oxidantes originam um processo de varias etapas que é

classificado como peroxidacéo lipidica. Como consequéncia, existem varios
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produtos resultantes desse processo, entre eles o malondialdeido (MDA), que &
considerado um potencial agente genotéxico e clastogénico por sua acéo lesiva
no genoma humano. Neste sentido, a avaliagdo do MDA em amostras
biologicas é considerada um indicador do aumento da peroxidacao lipidica e,
consequentemente, da lesdo oxidativa in vivo (CRISTOVAO et al., 2013).

O estresse oxidativo pode gerar diversos efeitos desfavoraveis ao
funcionamento normal do pulmdo, afetando a remodelagdo da matriz
extracelular, a respiracdo mitocondrial, a proliferacdo celular, a reparacdo
alveolar e a modulacdo do sistema imune, bem como os mecanismos de
protecdo do pulmao, como as telas de surfactante e antiproteases, também é
considerado ser um fator determinante em respostas inflamatorias, por meio da
ativacdo de fatores de transcricdo, e deste modo a transducdo de sinal e
expressao de genes de mediadores pro-inflamatorios (PARK; KIM; LEE, 2009).

O recém-nascido estd mais suscetivel a injaria oxidativa dessas
espécies reativas toxicas por ter uma defesa antioxidante ainda imatura e nao
ter protecdo suficiente contra as espécies reativas de oxigénio. Embora
apresentem um importante papel nos processos biolégicos normais, os radicais
livres de oxigénio estdo associados a origem de diversas patologias no periodo
neonatal (RODRIGUES, 1998). Além disso, apresentam condic¢des clinicas que
exigem a administracéo de altas concentracdes de O, e ventilacdo mecanica, o
que pode levar a uma lesdo permanente do desenvolvimento pulmonar
(TEIXEIRA, 2007).

Portanto é de suma importancia pesquisas que aprofundem e detalhe o
uso correto de O, principalmente em neonatos, o que ir4 contribuir para
maiores esclarecimentos culminando em uma melhor utlizacdo da
oxigenoterapia.

Dessa forma, o presente estudo tem o intuito de analisar as disfuncdes
em pulméo e plasma e histopatologia pulmonar de ratos recém-desmamados

submetidos a oxigenoterapia.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

O atomo ou molécula altamente reativo, que contém namero impar de
elétrons em sua Ultima camada eletrbnica é denominado Radical Livre. No
entanto, alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua
altima camada, embora participem das reagBes de oxirredugcdo aerdbicos.
Dessa forma, os termos reactive oxygen species (ERO — espécies reativas de
oxigénio) e reactive nitrogen species (ERN- espécies reativas de nitrogénio)
sdo considerados mais apropriados por descreverem melhor esses agentes
quimicos (FERREIRA; MATSUBARA, 2014; DE VASCONCELOS et al., 2014).

A principal maneira de o oxigénio ser metabolizado no organismo inclui a
sua completa reducdo a agua, de modo que reuna quatro elétrons ao final da
cadeia respiratoria. Se o oxigénio for reduzido comum ndumero menor de
elétrons, ao longo da cadeia respiratdria, havera producédo de radicais livres de
oxigénio intermediarios. Os principais radicais livres de O, conhecidos séao:
singlet de O, (*O,), hidroxila (*OH), superéxido (*O,-) e peréxido de hidrogénio
(H202). Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria, € a
reatividade das ERO é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons
(JUNIOR e tal., 2005; FERREIRA; MATSUBARA, 2014;).

Em condigbes fisioldogicas normais, 0s organismos aerdbicos
metabolizam 85% a 90% do oxigénio consumido na mitocéndria, por meio da
cadeia transportadora de elétrons. Os que restam séo utilizados por diversas
enzimas oxidases e oxigenases e, ainda, por rea¢des quimicas de oxidacao
direta (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). A transferéncia de elétrons é um dos
processos quimicos mais fundamentais para a sobrevivéncia das células
(ALVES, et al., 2010).

O aumento na producdo de ERO esta relacionado a alteracdo no
equilibrio intracelular oxidante/antioxidante, que pode causar resultados
deletérios para a homeostase celular. No organismo, encontram-se envolvidos
na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacao intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. No
entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidagéo

dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das
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membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID JM;
DAVID JP, 2006; VASCONCELOS et al.,2007; CRISTOVAO et al., 2013;).

Os radicais livres originam reacdes com substratos biol6gicos podendo
causar danos as biomoléculas e, dessa forma, afetar a saude humana. Uma
enzima que tenha seus aminoacidos alterados pode perder sua atividade ou,
ainda, assumir atividade diferente. Quando isso ocorre na membrana celular, a
oxidagdo de lipidios interfere no transporte ativo e passivo normal através da
membrana, podendo rompé-la, levando a morte celular (BARREIROS; DAVID
JM; DAVID JP, 2006).

Pelo papel desempenhado por essas moléculas em varias situacdes da
pratica clinica, o conhecimento acerca dos radicais livres de oxigénio, tem se
tornado assunto de grande interesse nas ultimas décadas. O fator semelhante
a todas essas situacdes clinicas é a existéncia de microambientes de hipdxia
seguidos por reoxigenacdo, ou de isquemia seguidos por reperfuséo,
favorecendo a geracdo dos ERO. Como os pulmdes entram em contato com 0
oxigénio por duas vias diferentes, perfusdo e ventilacdo, tornam-se alvos
frequentes dos ERO e muitas doencas pulmonares parecem ser influenciadas
por essas moléculas (JUNIOR et al., 2005).

No entanto, compreende-se que a producdo de radicais livres nem
sempre € deletéria ao organismo, pelo contrario, é fundamental em muitos
processos biolégicos, como sinalizacao celular, contracdo muscular e sistema
imune, pois quando as células sdo agredidas por algum agente estressor,
como forma de defesa acabam produzindo radicais livres para combater esses
agentes (PEREIRA; PEREIRA, 2012).

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabolicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante, para
limitar os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos. Uma ampla
definicAo de antioxidante seria qualquer substéncia que, presente em baixas
concentracbes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidac&o deste substrato de maneira eficaz (DE VASCONCELOS et al., 2014).

Em estudo realizado para verificar os efeitos do exercicio fisico aerobio
sobre os biomarcadores de estresse oxidativo através da peroxidacéo lipidica
em ratos o nivel de MDA foi medido a fim de observar a influéncia de exercicio

aerdébico na formagdo de estresse oxidativo em varios tecidos. Nado foram
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encontrados dados significativos sobre a atividade dos niveis de MDA nos
tecidos analisados quando se comparam 0S grupos controle e exercicio. No
entanto, o mauasculo estriado apresentou maior sensibilidade a acdo da

lipoperoxidacdo em comparacdo ao musculo liso (LIMA et al., 2012).

2.2 Oxigenoterapia

A oxigenoterapia € definida como o fornecimento artificial de oxigénio em
ar inspirado, o seu principal objetivo € a oxigenacao dos tecidos, hoje, esse tipo
de tratamento é a ferramenta terapéutica mais utilizada em pacientes com
insuficiéncia respiratéria tanto aguda, quanto cronica (PAREDES et al., 2009).

A necessidade de oxigenoterapia € determinada pela mensuracdo de
uma pressao parcial de oxigénio (PaO;) e/ou saturacdo de oxigénio (SatO,)
inadequada, seja através de métodos invasivos ou nao invasivos (SAUGSTAD,
2012).

De acordo com Tamez (2013), o desenvolvimento fetal ocorre em
ambiente com concentracdes de O, mais baixas que a do organismo materno,
atingindo niveis superiores a 90% por volta do décimo minuto apdés o
nascimento. A caréncia de O, pode ocasionar hipoxemia severa, afetando as
funcdes vitais e prejudicando o desenvolvimento cerebral. A oxigenoterapia
consiste no tratamento da hipdxia por meio da inalacdo de O,, e deve ser
umidificado e aquecido conforme o tipo de administragdo recomendada,
variando conforme a eficiéncia do sistema a ser empregado, a causa e o grau
de insuficiéncia respiratoria.

Uns dos principais distarbios responsaveis pelas admissfes nas
Unidades de Terapia Intensiva Neonatais sao os respiratorios. Desse modo, 0s
neonatos que apresentam disturbios respiratérios podem necessitar de alguma
modalidade oxigenoterdpica, exigindo monitorizacdo e procedimentos
indispensaveis para um diagnéstico precoce e, consequentemente, para
manter a vida desses individuos (BARBOSA; CARDOSO, 2014).

O aumento da sobrevida de pacientes muito prematuros so foi possivel
gracas aos avangos que ocorreram na neonatologia e apesar das novas

abordagens neonatais, a displasia broncopulmonar (DBP) ainda mantém
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importancia significativa, sendo que muitos desses pacientes tém alta
hospitalar em uso de oxigénio. A oxigenoterapia domiciliar prolongada (ODP) é
uma pratica cada vez mais frequente, e muitos pacientes tém obtido vantagens
com a sua utilizacdo. Além dos diversos beneficios clinicos e fisiolégicos
proporcionados por ela, ainda gera maior conforto aos pacientes e reducao
significativa de custos quando comparado a permanéncia em hospitais (ADDE
et al., 2013).

Em seu estudo Munhoz e colaboradores (2011), observaram que a
terapia com ODP foi empregada em distintas doencas cronicas para correcao
da hipoxemia e da hipertensdo pulmonar secundaria (HPS), com maior
frequéncia em pacientes na faixa etaria de lactentes e periodo pré-escolar,
sendo a fibrose cistica, a displasia broncopulmonar e a bronquiolite obliterante
as doencas predominantes. O tempo de ODP para 0s pacientes com essas
patologias foi relativamente prolongado e a sua presenca estd associada a
necessidade de maiores periodos de tratamento e incremento de fluxos de O,
sem associacdo com o tempo de sobrevida.

A utilizacdo de misturador de O, e ar comprimido permite oferecer
concentragdes entre 21-100%. As principais formas de administrar O, descritas
na literatura séo: incubadora, capacete, halo ou hood, mascara facial e funil,
canula nasal, cateter tipo 6culos neonatal, Pressao Positiva Continua em Vias
Aéreas (CPAP) e Ventilagdo Mecéanica (VM) invasiva (TAMEZ, 2013).

O oxigénio de alto fluxo (OFA) tem sido descrito como uma alternativa
atil para a terapia de oxigénio convencional de pacientes com insuficiéncia
respiratoria aguda para obtencdo de uma melhora rapida dos sintomas. Em
suma, o OFA é uma nova opcdo de oxigénio que, aquecido e umidificado,
permite administracdo de gas totalmente condicionado a fluxos muito altos (60
I/min). Com as evidéncias atuais, OFA é uma opcdao terapéutica atraente e Util
para pacientes com insuficiéncia respiratoria aguda, permitindo a melhora da
oxigenacdo, diminuicdo do trabalho respiratério e aumento do bem estar. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para determinar seu possivel impacto
em termos de morbidade e custo-efetividade (MASCLANS; PEREZ-TERAN;
ROCA, 2015).

Em situacBes de hiperdxia ocorre um marcado e progressivo aumento

na producgdo de radicais livres de oxigénio. Por exemplo, em condi¢cbes de 95%
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de oxigénio, a cadeia respiratoria mitocondrial e as enzimas da cadeia
microssOmica aumentam a sua producdo de radicais livres em 10 ou mais

vezes, em comparacao com condi¢cdes de oxigénio a 21% (ROCHA, 2008).

2.3 Peroxidacéo lipidica e Malondialdeido

O processo de peroxidacéo lipidica pode iniciar-se ha membrana interna
da mitocéndria, quando o radical hidroxila, busca retirar o hidrogénio das
ligagcbes C%H da cadeia dos acidos graxos poli-insaturados. Esse fato trara
consequéncias homeostaticas severas para a membrana, refletindo,
principalmente, na sua perda de integridade, permeabilidade e fluidez. Os
produtos formados das oxidacdes dos lipideos (malondialdeidos) e proteinas
(grupamentos carbonila) podem ser quantificados em espectrofotdmetro por
técnicas laboratoriais, através de dosagens realizadas tanto em amostras de
sanguineas quanto teciduais (ANTUNES-NETO; SILVA; MACEDO, 2015).

Atualmente, o Malondialdeido (MDA) é considerado boa op¢do como
biomarcador geral de dano oxidativo em plasma. O MDA foi o foco de atencao
da peroxidacédo lipidica durante muitos anos, pelo fato de poder ser medido
livre, utilizando-se o &cido tiobarbitarico (TBA), pois, reage com TBA e forma
um cromoégeno de cor rosa fluorescente, cuja absorgao ocorre em A de 532 nm
e fluorescéncia em 553 nm (,VASCONCELOS et al., 2007).

Embora haja um esforco mundial para validagdo de biomarcadores de
estresse oxidativo, até o momento, ndo ha consenso sobre qual o método mais
atil ou especifico para os diferentes tipos de dano oxidativo. O teste de TBARS
(Thiobarbituric Reactive Substances — Substancias Reativas do Acido
Tiobarbitarico), apesar de inespecifico, ainda apresenta ampla aplicacao
devido, especialmente, a sua facilidade de execucdo e baixo custo em
comparacdo aos demais meéetodos. No entanto, outros biomarcadores podem
ser utilizados tanto para observar antioxidantes, quanto marcadores de dano
oxidativo como TRAP- Parametro antioxidante relacionado a captura total de
radicais. ORAC- Capacidade de absorbancia do radical oxigénio. FRAP-
Habilidade plasmatica de reduzir o sal férrico. TEAC - Capacidade antioxidante

equivalente ao trolox. SOD- Superéxido dismutase. GPx- Glutationa
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Peroxidase. CAT- Catalase. HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(FRANCA et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2007).

A determinagdo de substancias envolvidas no contexto antioxidante—
pré-oxidante revela-se de grande importancia, com perspectivas de aplicacéo
clinica para diagnéstico de doencas e do estado geral de saude do individuo.
Além disso, o entendimento dos mecanismos utilizados pelas células para a
manutencdo do balanco redox do meio é fundamental na identificacdo de
biomarcadores representativos para a avaliacdo do nivel de estresse oxidativo
de diferentes individuos (VASCONCELOS et al.,2007; FRANCA et al., 2013).

Ao serem avaliados os niveis de MDA em tecido pulmonar e plasma de
ratos submetidos a hiperoxia induzida em diferentes niveis de oxigénio,
determinando a concentracdo de MDA no plasma e no pulmdo dos ratos
submetidos a hiperdxia em 60% e 24%, com base na reacdo do MDA com o
TBAR, conclui-se que quanto maior a concentracdo de oxigénio a que o0s
animais foram expostos, maior a concentracdo de MDA no tecido pulmonar
(BERTE, 2014).

2.4 Remodelamento pulmonar

Devido a sua conexdao com o ambiente, o pulmao € um dos 6rgdos mais
acometidos por lesdes oriundas de oxidantes exégenos, como poluentes
ambientais, e por espécies reativas de oxigénio enddégenas geradas por células
inflamatorias. O organismo tem sistemas antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos que neutralizam os efeitos nocivos dos produtos de espécies
reativas de oxigénio endégenas (CRISTOVAO et al., 2013; PARK; KIM; LEE,
2009).

Provavelmente a primeira linha de defesa pulmonar contra o stress
oxidativo é o fluido de revestimento epitelial do trato respiratorio, que possui
alto poder antioxidante. Na vida intrauterina, o feto e o pulmao estéo protegidos
dos possiveis efeitos citotoxicos do oxigénio devido a circulagdo placentaria.
Estudos em animais demonstraram um periodo de amadurecimento de

sistemas enzimaticos antioxidativos no final da gestacdo, em periodo
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simultaneo a producéo de surfactante pulmonar (SAUGSTAD, 2003; JUNIOR,
et al., 2005).

O epitélio brénquico normal é uma estrutura estratificada que consiste
em uma camada colunar suportada por células basais e serve como barreira
fisica e quimica para o ambiente externo. O epitélio brénquico defende as vias
aéreas pela secrecdo de muco e de moléculas que envolvem e inativam
substancias inaladas, que sao entdo removidas pela atividade de batimento
ciliar. O mecanismo de apoptose das células epiteliais brénquicas em resposta
a agravos € um mecanismo de manutencdo da saude do epitélio. A
desregulacéo da apoptose é uma possivel causa de remodelamento epitelial. A
sensibilidade intrinseca aos oxidantes pode ser um mecanismo que
desencadeia alteracdes epiteliais, estabelecendo microambiente propicio para
a persisténcia da inflamacé&o das vias aéreas, danos crénicos e remodelamento
tecidual (RIZZO; FOMIN, 2005).

A inducdo a uma reacdo reparativa estereotipada a lesédo tecidual é
chamada de fibroproliferacdo, caracterizada pela substituicdo de células
epiteliais lesadas por miofibroblastos e seus produtos do tecido conjuntivo nos
espacos aéreos, intersticio, bronquiolos respiratorios e paredes da
microcirculacdo intra-acinar. A resposta fibroproliferativa comeca quase que
imediatamente apds o inicio da lesdo, numa tentativa de reparar o dano a
parede alvéolo-capilar. O acumulo de células inflamatérias e a entrada de
plasma nos espacos alveolares alteram o microambiente alveolar, conduzindo
a evolucdo do remodelamento tecidual para a fibrose progressiva ou para a
restauracdo da arquitetura alveolar normal (BARROS et al., 2003).

O processo de reparo deve comecar com a reversao do edema e
retirada de proteinas solUveis e insollveis que se acumulam nos espacos
intersticial e alveolar. Precocemente, tal processo também envolve
reepitalizacdo da barreira alvéolo-capilar, com proliferagdo de pneumacitos tipo
I (P 1) e angiogénese. Ao mesmo tempo, ha proliferacdo de fibroblastos
associada com deposicdo excessiva de matriz extracelular (MEC), que
contribui para complacéncia pulmonar diminuida e perda da arquitetura alveolar
normal. A resolucdo dessa alveolite fibrosante requer mais remodelamento do
pulmé&o com resolucéo gradual da fibrose pulmonar e restauracéo das unidades

alvéolo-capilares. Exsudatos alveolares, contendo fragmentos de fibrina,
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fibronectina e outros componentes da matriz, formam uma cicatriz
tridimensional que mantém a arquitetura alveolar e previne a adeséo imediata
das membranas basais expostas (BARROS et al., 2003).

A superficie epitelial brénquica, além de atuar como barreira fisica e
funcional a agentes externos, quando lesada € capaz de modular o processo
de reparacdo, pela secrecdo de proteinas na matriz extracelular e pela
interacdo com fibroblastos. O remodelamento inclui danos epiteliais,
espessamento da membrana basal reticular, hiperplasia e hipertrofia de
musculatura lisa, hiperplasia das células caliciformes epiteliais, neoformacao
vascular e nervosa e deposicdo de proteinas na matriz extracelular. Essas
alteracdes tém atraido interesse devido a observacdo de que sdo pobremente
controladas com estratégias terapéuticas anti-inflamatérias (RIZZO; FOMIN,
2005).

Essa matriz tridimensional fornece, também, um meio para migracao de
células inflamatdrias, epiteliais, mesenquimais e endoteliais. Um fator
importante é a existéncia de uma barreira epitelial intacta, pois o reparo do
pulmdo lesado envolve interagbes complexas entre células endoteliais,
epiteliais, fibroblastos, macréfagos alveolares, fatores de coagulagéo, citocinas
e fatores de crescimento. Além disso, Pl intactos sdo necessérios para a
producdo normal de surfactante e o mecanismo envolvido na retirada do fluido
alveolar depende do transporte ativo de sédio, que também requer uma
barreira epitelial intacta. Quando a integridade e fun¢éo do epitélio alveolar séo
preservadas, a retirada do liquido alveolar pode ser estimulada mesmo na
presenca de edema intersticial (BARROS et al., 2003).

No pulm@o normal, as proteinas da matriz extracelular (MEC) séo
secretadas localmente por células da prépria matriz, de modo mais evidente
pelo fibroblasto, e organizadas em uma rede nos espacos que circundam as
células. Contudo, a matriz ocupa um volume significativo no tecido e néo
representa massa inerte que somente proporciona suporte estrutural, visto que
possui informacdes que orientam a migracdo, ligacdo, diferenciacdo e
organizacdo das células, modulando, assim, uma série de processos
(RAGHOW, 1994).

O tipo de célula epitelial que recobre a superficie alveolar depende, em

parte, da extensédo da lesdo. PIl proliferam e se diferenciam em Pl em areas
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pouco lesadas do pulméo, enquanto que células epiteliais brénquicas recobrem
areas onde nenhum PII sobrevive. O espaco alveolar normal possui atividade
fibrinolitica, que se deve a presenca de ativador de plasminogénio tipo
uroquinase (uPA), de forma que o espaco alveolar elimina eficientemente sua
fibrina intra-alveolar (R1ZZO; FOMIN, 2005).

Durante a lesdo pulmonar aguda, a atividade pro-coagulante alveolar
aumenta na mesma proporcgéo que a deposicéo de fibrina. A remocao da fibrina
intra-alveolar € importante para a resolucdo da doenca. Se a fibrina
extravascular for removida, torna-se possivel a reconstituicAo do espaco
alveolar normal. Se a fibrina permanece, fibroblastos migram para a matriz de
fibrina e secretam colageno intersticial. Serdo formados cicatrizes fibréticas,
paredes alveolares espessas ou espacos aéreos obliterados, dependendo da
localizac&o e extensao do exsudato residual (BARROS et al., 2003).

Embora o processo de remodelamento desenvolva-se em paralelo ao
processo inflamatdério, bidpsias de vias aéreas em criancas tem evidenciado
reestruturacao tecidual até quatro anos antes do aparecimento dos sintomas.
Isto indica que o remodelamento inicia-se precocemente e pode ser um pré-
requisito para o estabelecimento da inflamagao persistente. Baseado nestas
evidéncias surge a suspeita de que o processo de remodelamento possa ser

um evento primario na histéria natural da asma (R1ZZO; FOMIN, 2005).

3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Analisar as alteragcbes em plasma e tecido pulmonar de ratos recém-
desmamados submetidos a oxigenoterapia, através da avaliacdo de MDA e

histopatologia pulmonar.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a concentracdo de malondialdeido (MDA) no plasma de ratos
submetidos a 21%, 50%, 75% e 100% de O, durante 1, 2 e 3 horas com
base na reacdo do MDA com TBA.

e Avaliar a concentracdo de malondialdeido (MDA) no pulmdo de ratos
submetidos a 21%, 50%, 75% e 100% de O, durante 1, 2 e 3 horas com
base na reacdo do MDA com TBA.

e Identificar o surgimento de alteracdes pulmonares através de analise
histopatoldgica, segundo a concentracdo de O, e o tempo de exposicao;

e Analisar a arquitetura pulmonar e observar presenca de remodelamento no

tecido;

4 MATERIAL E METODO
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4.1 Local e periodo

O estudo foi realizado no setor Experimentacdo do Biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande- MS

no periodo compreendido entre os meses de Marco a Junho de 2014.

4.2 Animais de experimentacao

Foram utilizados 144 ratos (Rattus norvegicus) machos, recém-
desmamados, com 21 dias de idade da linhagem Wistar provenientes do
Biotério — UT / Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande- MS.

Os animais foram mantidos em grupos de 12 em caixas de polipropileno,
com tampa/ grades de aco inoxidavel contendo espaco para racdo e agua e
condi¢cdes controladas de luminosidade (ciclo dia e noite) e temperatura
(24,1+/-1,2°C; 40 a 60% de umidade relativa), em estante ventilada. Os locais
de alojamento dos animais eram isolados de focos de ruidos fortes, evitando
assim transtornos no comportamento e fisiologia dos animais.

A alimentacao/ hidratacdo se manteve ad libitum substituidos a cada dois
dias. A ragao ofertada foi da marca Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes ®. Essas
condicBes foram utilizadas com base para adaptacéo inicial.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética no wuso de
animais/CEUA/UFMS conforme protocolo n°® 524/2013 (ANEXO A).

4.3 Delineamento

Os animais foram distribuidos em 4 grupos, cada um com 36 animais,
expostos a diferentes concentragdes de O, (21,50,75 e 100%), cada grupo foi
distribuido em subgrupos com 12 animais cada, conforme o tempo de
exposicdo (60, 120 e 180 minutos), desses, 6 animais foram submetidos a
eutanasia imediatamente ap0s a exposicdo (lA), para posterior coleta de

sangue e remocao dos pulmdes para analise do estresse oxidativo e histologia,
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os demais grupos também com 6 animais cada, foram mantidos em ambiente
controlado (estante ventilada) e avaliados apds 10 dias (DD) da ultima
exposicao ao O2 (31 dias) como demonstrado na Figura 1.

FIGURA 1. Delineamento do estudo. |.A — Eutanasia imediatamente ap6s a exposicdo ao O,,
DD — Eutanésia 10 dias apds exposicdo ao O,.

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria, permanecendo o grupo
21% nas mesmas condi¢des da fase de adaptacdo e grupo Fluxo de Oxigénio
a ser avaliado (50%, 75% e 100%) colocado em caixas desenvolvidas para o
estudo nas dimensdes 30x40x30 cm com fechamento hermético proporcionado
pela adesao tampa/caixa com adesivo de silicone e suplemento de oxigénio.

O Oxigénio umidificado foi administrado em um Unico momento de forma
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continua nas concentracfes pré-estabelecidas, por 1, 2 ou 3 horas seguidas,
conforme o subgrupo. Esse fluxo continuo foi utilizado para prevenir o acimulo
de didéxido de carbono e manter a concentracdo constante de Oxigénio

desejada em ambos 0s subgrupos.

4.4 Coleta da amostra e armazenamento

Imediatamente ap0s o término da exposicdo ao oxigénio, 0s animais
foram anestesiados com injecdo intraperitonial de quetamina (60mg/kg) e
xilazina (10mg/kg), associadas em uma Unica seringa, na propor¢édo de 1 ml de
guetamina para 0,5 ml de xilazina e administrado 0,05 ml da mistura para cada
100g de peso vivo do animal. Amostras de sangue foram coletadas através da
puncéo cardiaca

O plasma foi separado por centrifugacdo a 3500 rpm durante cinco
minutos. Em seguida, foi armazenado para analise posterior. ApGs as amostras
de sangue foram recolhidas, os animais foram submetidos a eutanasia através
de uma dose letal de tiopental sédico (150 mg / kg). Posteriormente, a
tricotomia da regido toracica foi realizada a toracotomia para disseccédo do
pulmao, que foram lavados em solucdo de cloreto de potassio (KCI) 1,15%,
armazenado em Eppendorf, identificado e congelado em nitrogénio liquido para

posterior analise.

4.5 Quantificacdo do malondialdeido do plasma pelo método do acido

tiobarbitdrico (TBA) ou ensaio

As amostras séricas de plasma foram descongeladas a temperatura
ambiente e adicionada a tubos de ensaio identificados. 250 micro litros de TBA
foram adicionados para cada 125 micro litros de plasma. Apds a pipetagem da
amostra em todos os tubos foram fechados com uma tampa de rosca e
aguecido num banho de agua a 94 ° C durante uma hora. Subsequentemente,
as amostras foram aclimatadas a temperatura ambiente por descansando
sobre um contador a temperatura ambiente durante 15 minutos, 1 ml de

reagente de alcool n-butilico foi adicionado a cada tubo de ensaio. Em seguida,
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cada tubo foi misturado individualmente no agitador de vortice, de modo a
alcancar a extracdo méaxima de MDA para a fase organica. Finalmente, os
tubos foram centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos e dividido em duas
fases, 3 ml do sobrenadante colorido foi colocado em cuvetes para a leitura

espectrofotometro a 535 nm.

4.6 Quantificacdo do malondialdeido do tecido pelo método do &cido

tiobarbiturico (TBA) ou ensaio

O processo de homogeneizacdo do tecido comegcou com O
descongelamento da amostra a temperatura ambiente, seguido por lavagem na
mesma solucdo KCI 1,15%. A amostra foi, entdo, removida da solucdo de
lavagem, secou-se cuidadosamente com gaze e pesada numa balanca
analitica. Usando uma pipeta descartavel, a solucdo de KCI 1,15% foi
adicionado numa proporgcdo de 10: 1 em massa. A amostra foi imersa em
solucédo KCI 1,15% e seccionada em pequenas porcdes. Em seguida, o Becker
contendo o material foi levado para o moinho (Turratec TE-102) para
homogeneizacéo.

No final, o material homogeneizado foi colocado num tubo de ensaio.
Subsequentemente, foi centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos. 500 micro
litros de sobrenadante foram pipetadas e 1 ml de TBA foi adicionado, e
aguecida em banho-maria durante uma hora. Em seguida, as amostras foram
aclimatadas a temperatura ambiente durante 15 minutos, foi adicionado a cada
tubo de ensaio 1 ml de reagente de alcool n-butilico. Posteriormente, cada tubo
foi misturado individualmente no agitador de voértice (QL-901) durante 40
segundos e centrifugou-se a 3.500 rpm durante 10 minutos. Sobre 3 ml do
sobrenadante colorido foi colocado em cuvetes para a leitura espectrofotdmetro
a 535 nm. A concentragdo de MDA em cada cuvete foi expresso em nmol de
MDA / mg de proteina.

Antes de iniciar a leitura de amostra, o espectrofotdbmetro foi calibrado e
ajustado para uma leitura a 535 nm. Em seguida, o equipamento foi zero com
uma solucdo de controlo (branco), e o padrdo de controlo de leitura para MDA

foi realizada.
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Para o calculo da concentracdo MDA foi utilizada uma equacao obtida a
partir da curva padrdo da absorbancia gerado por concentragcdes conhecidas
como padréo.

4.7 Andlise Histopatoldgica

Os cortes foram analisados por um patologista, sem o conhecimento da
origem das laminas, através da microscopia Optica de luz (Microscépio
binocular Nikon Eclipse E200), desde a visdo panoramica até a objetiva de
aumento final de 400x, em campos aleatérios e sobre dois cortes seriados e
transformados em scores numéricos, os tecidos foram corados com
hematoxilina e eosina (HE).

Ao final da observacdo das laminas foi obtida uma média aritmética dos
scores e transformados em valores numéricos respectivamente: 0 — ausente; 1
— pouco; 2 — moderada; 3 — intensa, para as alteracdes relacionadas com
hemorragia, espessamento de septo, processo inflamatorio, edema, congestao
vascular e atelectasia.

Especificamente para a contagem de macrofagos e arquitetura pulmonar
foram utilizados os scores: 1 — normal e 2 -alterado. Para as células
macrofagicas considera-se alterada a presenca de mais de quatro células em
um Unico alvéolo ou mais de oito macréfagos nas areas de atelectasia e

inflamacéo, observados com a utilizacdo da objetiva de 40x.

4.8 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos resultados da quantificacdo do
malondialdeido no tecido e no plasma foi utilizada ANOVA de um fator para as
comparacdes envolvendo mais de dois grupos, e o teste t de Student para as
comparacdes entre dois grupos experimentais.

Para andlise estatistica das variaveis observadas na histopatologia foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (a = 0,05). As
analises foram realizadas com o auxilio do software BioEstat 5.0 (Ayres et al.,
2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise do nivel de absorbéancia de MDA no pulmé&o dos animais que
sofreram eutanasia logo apds a exposicao ao oxigénio, nao foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos 50%, 75% e 100% de O
(p>0,05). No entanto, todos os tratamentos apresentaram meédias de MDA
significativamente inferiores (p<0,05) ao grupo 21%.

Com excecao do tratamento 3 horas, as concentracdes médias de MDA
nos animais tratados com 100% de oxigénio foram significativamente inferiores
as observadas nos tratamentos com 21%, 50% e 75% (Figura 2). O que
contraria o estudo de Berté (2014), onde ratos da linhagem Wistar submetidos
a fluxos de 24 e 60% de O, durante uma hora, apresentaram resultados

elevados de MDA no plasma e pulmao.
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FIGURA 2. Distribuicdo do escore médio de absorbancia de Malondialdeido (MDA)
encontrados nos pulmdes de ratos submetidos a diferentes concentracbes de oxigénio
comparacao do efeito ao longo do tempo dentro de cada concentracéo. | A - Grupo de animais
gue sofreram eutanasia imediatamente apds a exposi¢cdo de O, DD - Grupo de animais que
sofreram eutanasia 10 dias ap0s a exposi¢ao de O,

Lima e colaboradores (2012) estudaram os efeitos do exercicio fisico
aerobio sobre os biomarcadores de estresse oxidativo através da peroxidacao
lipidica em camundongos de dois grupos: controle-sedentario e exercicio,
observaram, que ndo houve alteracdo nas andlises de malondialdeido tecidual
entre os grupos avaliados.

Na avaliacdo dos niveis de MDA no plasma sanguineo realizada logo

apos a exposicdo dos animais ao oxigénio, ndo foram observadas diferencas
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significativas quanto aos tempos de exposi¢ao (1h, 2h e 3h). No entanto, entre
as concentracdes de oxigénio foram observadas diferengas significativas. O
grupo tratado com 50% de oxigénio apresentou niveis de MDA no plasma
significativamente superiores (p<0,05) ao grupo 21% e aos tratamentos 75 e
100%. Ja na avaliacdo 10 dias apds exposicao, os tratamentos com 50% e
100% de oxigénio apresentaram niveis de MDA inferiores (p<0,05) aos
observados no grupo 21% e 75% (Figura 3).
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FIGURA 3. Distribuicdo do escore médio de absorbancia de Malondialdeido (MDA)
encontrados no plasma de ratos submetidos a diferentes concentragfes de oxigénio
comparacao do efeito ao longo do tempo dentro de cada concentracéo. | A - Grupo de animais
gue sofreram eutanasia imediatamente apds a exposi¢do de O, DD - Grupo de animais que
sofreram eutandsia 10 dias apds a exposicdo de O,

Com o objetivo de avaliar dano oxidativo induzido através da
suplementacdo de elevada concentracdo de oxigénio, em diferentes tempos
(10°, 30°, 90’) de forma aguda, em pulmao de ratos Wistar. Pesquisadores
submeteram animais a hiperéxia, onde o grupo controle foi considerado
como100% e os outros grupos como variagdo do grupo controle, houve um
aumento progressivo da deteccdo de TBARS no grupo exposto ao O, 010,
030’ e 090’ em comparagao ao grupo controle. O dano oxidativo foi avaliado
pelo TBARS mensurado no lavado broncoalveolar (VALENCA, et al.,2007).

Comparando o TBARS inicial e ao final da ventilagdo mecanica, foi
possivel observar que pacientes submetidos a ventilagdo mecéanica invasiva
podem apresentar alteracdo do estado redox, marcado pelo aumento no
TBARS e reducao das enzimas antioxidantes (MAZULLO-FILHO et al., 2012).
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Em estudo realizado por da Cunha e seus colaboradores (2013),
submeteram 28 ratos da linhagem Wistar a dois meses de exercicio fisico e,
apos este periodo, induziram leséo pulmonar por instilacdo de lipopolissacéarido
intratraqueal, com o objetivo de avaliar se um programa de exercicio fisico
moderado seria capaz de prevenir a inducao de estresse oxidativo nos pulmdes
de ratos submetidos a lesdo pulmonar experimental. Os resultados revelaram
que a lesdo pulmonar aumentou a producdo de espécies reativas e
peroxidacao lipidica induzida (tal como observado por TBARS) nos pulmdes de
ratos, sugerindo que o0 estresse oxidativo pode contribuir para o
desenvolvimento de lesdo pulmonar por ruptura de proteinas e lipidios. O
exercicio fisico foi capaz de impedir totalmente a producdo de espécies
reativas e de forma parcial o dano de proteina, mas nao impede a peroxidacao
lipidica induzida por lesdo pulmonar.

Camundongos neonatos da linhagem Balb/c foram expostos a hiperéxia
por 24 h, com fluxo de 2 L/ min. Apds a exposicdo, observou-se uma reducdo
de macrofagos alveolares na luz alveolar, além desses achados, apresentou
alteracdes parenquimatosas de forma difusa com grau de intensidade variando
de leve a intenso. A presenca de &areas com atelectasias e a presenca de
heméacias na luz alveolar, foram as alteracbes mais encontradas e
significativamente aumentadas no pulméao desses animais (REIS, et al.,2013).

Esses resultados corroboram como nossos achados, pois indicam que a
hiperéxia promoveu alteracbes na histoarquitetura pulmonar, aumentando
areas de atelectasia e hemorragia alveolar difusa (Figura 4). A arquitetura
pulmonar foi observada em visdo panoramica dos dois cortes fixados na lamina
e considerada alterada quanto mais de 50% dos cortes pulmonares perdesse o
padrdo alveolar, ou seja, mais da metade do I6bulo pulmonar analisado ja
evidenciava alteracdes morfolégicas relacionadas com atelectasia, infiltracao
inflamatdria e hemorragia, essas alteracbes forma evidenciadas de forma
significativa (p<0,05), apenas no grupo LA nos animais submetidos a 75% e
100% por 1 hora e 50%, 75% e 100% por 2 horas.
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FIGURA 4. A Fotomicrografia de pulmdo de rato submetido a norméxia (21% O.,),
apresentando a visdo panordmica da arquitetura pulmonar normal (presenca de vaso
sanguineo, alvéolos e bronquiolos terminais com tamanho dentro da normalidade) e B visédo
panorédmica da arquitetura pulmonar alterada (presenca de vasos sanguineos congestos,
alvéolos atelectasiados e espessamento de septos) pulméo de rato submetido a hiperdxia
(100% O,) por 2 horas dez dias apos a exposi¢éo. Coloracao HE. Objetiva 10x.

A perda do recolhimento elastico e a evidéncia histolégica de dano das
fibras elasticas implicam necessariamente em degradacdo de elastina como
um fator chave na patogénese do enfisema. Alguns pesquisadores consideram
0os neutrofilos como as principais células envolvidas na injaria elastolitica.
Entretanto, existem evidéncias que apontam os macréfagos alveolares como
sendo as principais células responsaveis pela perda da histoarquitetura
pulmonar (VALENCA, PORTO; 2008).

Valenca e seus colaboradores (2007) perceberam que ao expor 0sS
animais a 100% (5l/min) durante 90 minutos foi evidente o extravasamento de
hemacias dos capilares, septos turgidos e grande quantidade de células
inflamatdrias nos alvéolos a andlise histoldgica sugere congestdo e hemorragia
sem comprometimento da histoarquitetura pulmonar. Esses resultados se
assemelham em partes, ao do presente estudo quando observamos que 0s
animais expostos por 1 hora a 75% e 100% de oxigénio e sofreram eutanasia
logo apos a exposicdo também apresentaram hemorragia, congestdo e
espessamento de septo, no entanto a arquitetura pulmonar j4 apresentava

alteracdes (Figura 5).
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FIGURA 5 A Fotomlcrografla de pulmao de rato submetido a hiperoxia (75% O,) durante 1
hora imediatamente apds a exposi¢do. Presenca de processo inflamatério com células
mononucleares (macroéfagos, linfocitos e plasmadcitos), edema, exsudag¢édo e pigmentos de
hemossiderina. B Bronquiolo com hemorragia, vasos sanguineos congestos, células
inflamatdrias e exsudagdo hemorrdgica na regido de atelectasia, pulméo de rato submetido
a hiperoxia (50% O,) durante 2 horas, dez dias apds a exposicao. Coloracdo HE. Objetiva
40x.

O espessamento do septo alveolar foi evidenciado de forma significativa
nos grupos 50%,75% e 100% por 1 e 2 horas imediatamente apds serem
submetidos ao oxigénio, e permaneceram em evidéncia nos animais
submetidos a essas mesmas concentracdes de O, durante 2 horas, dez dia
apos a exposicao (Figura 6) , culminando com o estudo de Pereira, et al.,
(2009), que submeteu ratos da linhagem Wistar durante 72 horas a hiperoxia
(121 /min), seu achado mais expressivo na andlise histolégica foi o aumento da
espessura dos septos alveolares, sugerindo a ocorréncia de agressoes
provocadas por espécies reativas de oxigénio, causando efeitos deletérios no

tecido pulmonar.
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FIGURA 6. A. Fotomicrografia de pulmao de rato submetido a hiperéxia (75% O,) durante 2
horas dez dias apos a exposicdo. Perda da luz do alvéolo pulmonar (atelectasia), B
Presenca de vasos sanguineos congestos e espessamento dos septos devido resposta

inflamatéria pulm&o de rato submetido a hiperdxia (75% O,) durante 2 horas, dez dias apos
a exposicao. Coloragcdo HE. Objetiva 40x.

A prética de usar altas concentracbes de oxigénio para promover a

“"lavagem de nitrogénio" ainda existe em muitos centros. No estudo de Shaireen
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e colaboradores (2014) o uso de oxigénio suplementar (260% FiO,) nao fez
diferenga no tempo de resolucdo clinica de pneumotérax espontaneo entre
criancas tratadas com ar ambiente ou diferentes concentracdes de oxigénio.
Lactentes tratados com ar ambiente mantiveram-se estaveis e ndo necessitam
de oxigénio suplementar em qualquer ponto da sua admissao.

Apés estudo Dundaroz et al., (2013), investigaram se 0 estresse
oxidativo poderia desempenhar um papel na gravidade da bronquiolite e
perceberam que o Estado Oxidante Total (EOT) foi aumentado na bronquiolite
moderada em comparacdo a casos leves. O aumento no indice do Estado
Oxidante (IEO) também foi significativo na bronquiolite moderada. Os niveis de
saturacdo de oxigénio dos pacientes foram inversamente correlacionados com
o EOT.

Camundongos recém-nascidos foram expostos a 65% de O, durante 7
dias no estagio sacular, que representa o inicio do desenvolvimento alveolar
pulmonar, apresentando um estagio de desenvolvimento semelhante ao de
pulmdes de prematuros ao nascimento. A funcédo pulmonar foi avaliada aos 11
meses de idade, o que equivale a idade adulta em camundongos,
determinando que a hiperdxia neonatal altera a funcdo pulmonar em meados
de vida adulta principalmente em camundongos no sexo masculino. Sugerindo
que a funcdo pulmonar e salude respiratéria dos homens nascidos muito
prematuros e que foram expostos a hiperdxia precisam ser cuidadosamente
monitorizados a medida que envelhecem (SOZO, et al., 2015).

A presenca de edema, congestao e atelectasia foi significativa a partir de
1 hora nos animais expostos a 75 e100% de O,, sugerindo ser um evento
agudo, por ser evidenciado imediatamente ap6s a exposi¢cado ao O,,no entanto,
0 edema permaneceu nos animais expostos a 21%, 50% e 100% por 1 hora,
a congestao e atelectasia também persistiram dez dias apdés a exposicao nos
animais submetidos por 2 horas a partir de 50% de O..

Para as células macrofagicas considerou-se alterada a presenca de
mais de quatro células em um unico alvéolo ou mais de oito macréfagos nas
areas de atelectasia e inflamacgao, dessa forma, foi significativa (p<0,05), nos
animais expostos a 50%,75% e 100% de Ojpor 1 hora no grupo IA e 50% e
100% por 2 horas no grupo DD (tabela 2).
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Tabela 1 - Distribuicdo do escore médiox desvio padréo da presenca de alteragdes histopatologicas no parénquima pulmonar de
ratos ao longo do tempo dentro de cada concentragédo de O,

21% 50%
Alteracbes
histopatolégicas 1h 2h sh 1h 2h sh
1A DD 1A DD 1A DD 1A DD 1A DD 1A DD
Hemorragia 1,33+0,82 1,83+0,41 0,83+0,75 0,50+0,55 0,83+0,75 0,50+0,55 0,66+0,82 1,66+0,82 0,16+0,41 1,50+0,848* 1,16+0,98 1,50+1,22

Espessamento de
septo

Processo Inflamatorio 1,33+0,84 2,50+0,55 1,66+0,84 1,83+0,75 1,83+0,75 2,16+0,41 1,33#0,52 2,00+0,63 1,66+0,52 2,66+0,52 1,83+0,41 2,66+0,52

0,66+0,52  2,83+0,41 0,66+0,52 2,000 2,16+0,75 2,83+0,41 1,33+0,52* 2,66+0,52 2,16+0,75* 2,83+0,41* 2,50+0,55 2,50+0,55

Edema 1,50£0,55 1,83+0,75* 1,00£0,63 1,00:0,63 1,33:052 1,16:0,41 1162041 2,33:0,52* 150+0,55* 1,66:0,52 1,83+0,41 1,83+0,41
Congestéo 1,16+0,41 2,00:0,63 1,83+0,41 0,330,52 2,1620,41 2,16+1,16 1162041 250+0,55 1,83+041 2,3b#0,52* 2,5¢0,84  2,33+0,52
Atelectasia 1,83+0,75 2,83:0,41 1,83:0,41  2,00:0  2,1620,75 2,66+0,52 1,83+041 2,66+052 233+052 2,830,41* 2,50£0,55 2,16+0,75
Macréfagos 1,00:0  1,83t0,41 1,16:0,41 1,16:0,41 1,33:0,52* 1,16£0,41 1,33+0,52* 1,50#0,55 1,1620,41 1,83:0,41* 1,33%0,52* 1,33£0,52*
Arquitetura pulmonar ~ 1,33#0,52  1,83+0,41 1,330,52 1,66+052 166+052 2,000  1,16+041  2,00:0  1,830,41*  2,00£0 2,00:0  1,66+0,52
75% 100%
hisﬁ::)ea[;clggiscas 1h 2h 3h 1h 2h sh
IA DD IA DD IA DD IA DD IA DD IA DD
Hemorragia 2,16£0,41 1,00a+0,63 1,16+1,17* 1,33+1,03* 0,83+1,17 1,66+103 1,33+137 0,66:0,82* 2,33+1,03* 2,00+0,89* 1,66:0,82 2,00£0,63
Ejgt%ssamemo de 2,66+0,52* 2,6610,52 2,83+0,41* 2,83+0,41* 2,83:0,41 2,66:0,52  3,00+0* 3,00£0 3,0060*  2,50%0,55% 2,66+0,52  3,00:0
Processo Inflamatério  2,66+0,52¢  2,16+0,41 2,66£0,52* 2,16+0,75  2,00:0  2,16+0,75 2,500,55*  2,00£0 2,333,  2,33:0,52 2,33#0,52 2,000
Edema 2,16b%0,75*  1,00%0 1,00¢0  1,33:0,52 1,16+0,41 1,50:0,55 2,33+0,52* 1,50+0,55% 2,00+0*  1,83+0,75* 1,50+0,55 1,83+0,41
Congestéo 2,83+0,41* 2,33:0,82 2,00:0,63* 1,6+052*  2,00:0  2,16+0,75 283+0,41* 1,66£0,52  3,00:0*  1,83:0,41* 2,6610,52 2,66£0,52
Atelectasia 2,66£0,52* 2,66+0,52 2,50£0,55 2,66+0,52% 2,83+0,41 2,66£0,52 2,83+0,41*  3,00:0  2,6620,52 2,83:0,41* 266:052  3,00:0
Macréfagos 1,16:0,41* 1,33:0,52 1,16+0,41 1,16:0,41  1,00:0* 1,33:0,52* 2,00:0*  1,83t0,41  2,00£0* 2,00:0*  1,83:0,41*  2,00:0*
Arquitetura pulmonar 2,00£0* 2,000 2,00:0* 1,830,441  2,00:0  15a+055  2,00:0* 2,00£0 2,00:0*  1,83+0,41 1,83:041  2,00£0

* nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05). | A - Grupo de animais que sofreram eutanasia imediatamente apds a exposi¢do ao O, DD -
Grupo de animais que sofreram eutanasia 10 dias apés a exposi¢édo ao O,
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Macréfagos séo células derivadas da medula éssea e do mondcito
sanguineo. E o tipo celular mais frequente dentre os que residem no pulmao.
Possuem vérias fungbes: fagocitam particulas ou antigenos; participam da
apresentacao de antigenos aos linfécitos T; e sdo capazes de liberar varias
citocinas e metabdlitos ativos do acido araquiddnico. Apresentam importante
pleomorfismo no pulméo, com tamanhos diferentes, o menor com intensa
capacidade de fagocitose e 0s maiores com grande atividade bioquimica
(RUFINO, SILVA,; 2006).

A morfologia de cada célula € um reflexo da composicao da MEC, ja que
uma série de “informagdes” pode ser transmitida para o citoesqueleto, através
de interacBes especificas com receptores de superficie da membrana celular.
Em muitas doencas intersticiais agudas e cronicas, observam-se alteracfes
irreversiveis da histoarquitetura pulmonar, que vém recebendo grande atencéao
na literatura. Os efeitos destrutivos das células inflamatérias sobre a MEC
parecem ser 0S principais responsaveis por tais agressdes, através da
liberacdo ndo somente de enzimas proteoliticas, como também de agentes
oxidantes no espaco intersticial (TASAKA; HASEGAWA; ISHIZAKA, 2002).

O processo inflamatério foi observado de maneira significativa (p<0,05),
no grupo IA, expostos ao O, por 1h e 2h nas concentragdes de 75% e 100%.
Quando avaliado o edema pulmonar, evidenciamos diferenca significativa
(p<0,05), no grupo IA exposto por 1 hora a 75% E 100% de O, e por 2 horas
guando expostos por 50% e 100%, enquanto o grupo DD, apresentou diferenca
estatisticamente significativa nos animais expostos por 1h a 21%, 50% e 100%
(tabela 2).

Em relac&o aos resultados relacionados a congestdo pulmonar que foi
relevante no grupo IA, nos animais expostos a 75% e 100% por 1h e 2h, e no
grupo DD nos animais expostos a 50%,75% e 100% por 2 horas (Figura 7).
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FIGURA 7. A Fotomicrografia de pulméo de rato submetido a hiperéxia (100% O,) durante
2 horas imediatamente ap6s a exposicdo . Presenca de inflamacdo acentuada com
exsudacdo edema e grande quantidade de macréfagos. B Presenca de macréfago
xantomatoso inflamatéria pulmao de rato submetido a hiperéxia (50% O,) durante 2 horas,
dez dias apés a exposicdo. Coloracdo HE. Objetiva 40x. Laminas fotografadas em caixa da
exacta.

Objetivando comparar os efeitos imediatos e persistentes de niveis de
hiperoxia leve (40% O;) e moderada (65% O,) sobre os marcadores de
estresse oxidativo pulmonar, inflamacéo e arquitetura pulmonar, camundongos
foram expostos a hiperéxia desde o nascimento até o sétimo dia pos-natal 7
(P7d). Os animais foram mortos apos 7 dias para avaliar efeitos imediatos e o
outro grupo viveu no ar ambiente até (56 dias) para avaliar os efeitos
persistentes . A exposi¢do a 40% de O2 levou a uma diminuicao transitéria na
percentagem de macrdfagos no parénquima pulmonar em P7d.Tanto a
exposicao neonatal a 40% e 65% de O2 nas fases iniciais do desenvolvimento
alveolar pulmonar levou h4 um aumento imediato e persistente do estresse
oxidativo e persistente no numero de células do sistema imunoldgico
pulmonares. Em contraste, apenas a exposi¢cao a 65% de O, afeta arquitetura
pulmonar (BOUCH, et al., 2015).

O stress oxidativo € um dos fatores de risco para o desenvolvimento de
displasia broncopulmonar no recém-nascido de pré-termo. Por outro lado, o
stress oxidativo também tem papel no crescimento e desenvolvimento celular.
E também necessario um melhor entendimento da relacdo entre stress
oxidativo e crescimento e desenvolvimento celular, antes do uso de
terapéuticas antioxidantes. Deste modo, o0 stress oxidativo excessivo no recém-
nascido pré-termo pode ser minorado prevenindo a prematuridade, a
inflamacdo, usando modalidades de ventilacdo com volumes correntes
otimizados e evitando a hiperdxia desnecessaria (ROCHA, 2008).

A presenca de hemorragia foi significativa no grupo que sofreu eutanasia
imediatamente apods tratado por 2 horas quando exposto a 75% e 100% de O, .
E 10 dias apds a exposi¢cdo os animais expostos a 100% de O,por 1 hora, e
por 2 horas quando expostos a 50%, 75% e 100% de O, também
apresentaram moderada presenca de hemorragia (p<0,05), (tabela 1).

A administracdo de O2 na incubadora é indicada em formas leves de
desconforto, que requerem baixas Fracdes Inspiradas de Oxigénio (FiO2) e nas
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fases finais do processo de retirada gradual do O2. Entretanto, representa uma
pratica limitada por ocasionar flutuagbes na FiO2 devido a realizagdo de
cuidados de rotina com o RN. A concentragdao de O2 pode ser verificada por
meio de analisadores de O2 ambiente (TAMEZ, 2013).

Assim, recomenda-se a oxigenoterapia ap0s avaliacao rigorosa quanto a
real necessidade de sua utilizagdo e, durante seu uso, monitoracéo continua de
todos os parametros do paciente.

E importante destacar que ndo ha possibilidade de se fazer a
comparacao direta entre os métodos, usando amostras idénticas, dai, a
extrema dificuldade de obtencdo de valores de referéncia absolutos para
marcadores especificos em sistemas vivos. E de extrema importancia notar
que o balango redox de uma dada populagdo “normal”’ sofre influéncias
genéticas, ambientais, nutricionais e culturais, o que é um complicador
adicional. Enquanto os trabalhos de sistematizacdo prosseguem, € Util
conhecer os principais marcadores e os metodos mais utilizados para sua
guantificacdo (VASCONCELOS et al.,2007).

O que gostariamos de salientar no presente estudo € a necessidade do
uso racional de oxigénio quando realmente houver indicagdo, pois como
ressalta Saugstad (2012) o oxigénio € mais toxico do que o compreendido até
agora. Ainda ha uma série de perguntas sem respostas sobre o uso de
oxigénio no periodo neonatal.

O tema se faz importante devido a falta de conhecimento sobre este gas
como medicamento, devendo ser utilizado com alguns critérios. Através de
capacitacdo de toda equipe multidisciplinar para o uso racional de oxigénio
prioriza-se a formacdo de uma consciéncia coletiva na utilizacdo correta dos
insumos disponiveis. Entretanto, a visdo que deve prevalecer é que 0s
resultados nédo devem ser medidos simplesmente por ganhos econdmicos,
mas, pela melhor qualidade no cuidado ao paciente (CASTANHEIRA,
VALERIO; WEIGERT, 2014).

Dessa forma, o estudo estimula a realizacdo de novas pesquisas
experimentais e clinicas com a finalidade de alcancar alternativas terapéuticas
para o tratamento da exposicdo ao oxigénio medicinal em concentracdes
seguras no uso pediatrico, com o intuito de minimizar efeitos deletérios ao

pulméo de recém-nascidos.
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6 CONCLUSAO

ConcentragOes elevadas de MDA no plasma de ratos que sofreram
eutanasia imediatamente apos a exposicdo ao oxigénio na fracdo 50% sugere
estresse oxidativo independente do tempo. No entanto, ndo foi observada no
presente estudo a relacdo entre elevacdo dos niveis de MDA e aumento das
concentragdes de oxigénio.

No pulméo os niveis de MDA n&o apresentaram diferenga significativa
em relacdo aos animais submetidos a hiperoxia. Contudo, foram
significantemente inferiores aos animais que se mantiveram em ar ambiente
(21%).

Concentragdes de oxigénio maiores que 75% por uma hora, manifestam
efeitos deletérios no parénquima pulmonar capazes de alterar a arquitetura
pulmonar imediatamente apds essa exposicao.

As alteracbes pulmonares mais frequentes e significativas presentes nos
animais expostos a hiperoxia foram: hemorragia, espessamento de septo e
congestao, presentes em todos 0s grupos dez dias apos a exposicado ao O,

No grupo em que foram expostos por 2 horas ao oxigénio com
concentracdes a partir de 50% revelam que a arquitetura pulmonar permanece
alterada mesmo apés dez dias da exposicdo, no entanto 0 processo
inflamatorio e edema néo estdo mais presentes.

Mediante a ndo observacao de fibrose progressiva ou restauracdo da
arquitetura alveolar normal, pode-se considerar que nao houve remodelamento

pulmonar nos animais avaliados.
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Apéndice 1

Uhniversidade Faderal de Mato Grosso do Sul
Comissio de Etica no Uso de Animais /CEUA
CERTIFICADO
Certificaros que o Protocolo n® 5242013 da Pesquisadora
lanciara Schetiert Sihva, referente a0 projelo de pesqusa “Efeltos da
axpasicio a diversas concentragies de O em pulmao de ratos recém-
nascidos”, estd de scordo com os principios élicos adotados pelo
Conselho  Macional de Controle de  ExperimeniacBo  Animal
(COMCEA), com a legislagio vigenle & demaks disposigbes da élica
am Investigagio que enwolvem diretamente os animais & foi aprovado
pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAISICEUA/UFMS, am
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