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RESUMO



BERTE BR. Avaliac&o de niveis de MDA em tecido pulmonar e plasma de ratos
submetidos a hiperoxia induzida em diferentes niveis de oxigénio. Campo
Grande; 2013. [Dissertacédo - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Com o objetivo de estudar o efeito de diferentes concentracdes de O, em fluxos
variaveis de 24 e 60% no pulméo de ratos da linhagem Wistar, foram determinadas
a concentracdo de malondialdeido (MDA) no plasma e no pulmé&o dos ratos, pela
reacao de acido tiobarbittirico (TBAR). Assim, foram utilizados 18 ratos machos com
peso corporal médio de 330g. A exposi¢cdo dos animais a hiperéxia foi realizada em
caixa de polipropileno transparente, desenvolvida para o estudo, com as dimensdes
de 30x40x15cm, com fechamento hermético. Os resultados para os niveis de MDA
dosados no plasma encontraram-se elevados a 60% e 24% com diferenca
significativa (p<0,01) a 24%, quando comparado entre grupos. Conclui-se que
guanto maior a concentracao de oxigénio a que os animais foram expostos, maior a

concentracdo de MDA no tecido pulmonar.

Palavras-chave: Hiperdxia, malondialdeido, estresse oxidativo.

ABSTRACT



BERTE BR. Evaluation of MDA levels in lung tissue and in the plasma of rats
subjected to hyperoxia induced at different oxygen levels. The Central Animal
Facility of UFMS. Campo Grande; 2013. [Dissertation - Federal University of Mato
Grosso do Sul].

With the objective of studying different O2 concentrations in streams variables of 24
and 60% in the lung of rats of the Wistar strain, were certain the MDA concentration
in the plasma and in the lungs of rats, based on the reaction of malondialdehyde
(MDA) with the thiobarbituric acid (TBAR). For quantification of the levels of MDA
were used 18 male rats with average body weight of 330g. The exposure of animals
to hyperoxia was performed in polypropylene housing transparent, developed for the
study, with the dimensions of 30x40x15cm, with hermetic sealing. The results for the
levels of MDA measured in plasma was found to be high in groups hyperoxia 60%
and 24%, but only the hyperoxia group 24% showed a significant difference (p< 0.01)
when compared with those in normoxia group 21%. It is concluded that the higher the
concentration of oxygen to which the animals were exposed, the greater the

concentration of MDA in lung tissue.

Keywords: Hyperoxia. Malondialdeyde, oxidative stress
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INTRODUCAO

Manifestacbes clinicas como hipoxemia seguida de cianose é uma das
causas de morte de criangcas no mundo, ainda nos primeiros 28 dias de vida. Estima-
se que mais de 96% de todas essas mortes ocorrem em paises em desenvolvimento
(REIS et al., 2013).

A administracdo de altas concentracdes de oxigénio (hiperéxia) € um dos
pilares do tratamento de suporte para pacientes que sofrem de insuficiéncia
respiratéria grave LEE, CHOI, (2003) e angustia respiratoria (GORE et al., 2010).

A ventilacdo mecanica (VM) é utilizada para tratar pacientes com
incapacidade de manter adequada ventilacdo alveolar, além de aperfeicoar as trocas

gasosas e evitar a fadiga de muasculos respiratorios (POWERS et al., 2002).

A ventilacdo mecénica invasiva (VMI) consiste em um método de suporte de
pressdo positiva nas vias aéreas através de tubo endotraqueal para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia respiratéria aguda (IRpA) ou crdnica agudizada. A
manutencao das trocas gasosas através da VMI traz consequéncias ao organismo e
seus sistemas. Acredita-se que, tanto a pressao positiva mais elevada, quando
fracOes inspiradas de oxigénio acima de 21% causam estresse oxidativo em niveis
tdo altos que os métodos antioxidantes sdo pouco eficazes (MAZULLO FILHO et al.,
2012)

7

O oxigénio é largamente prescrito por profissionais da UTI e quando
administrado corretamente pode salvar vidas, no entanto é ofertado sem avaliacéo
cuidadosa de seus potenciais beneficios ou efeitos colaterais. Como os de qualquer
outra droga, existem claras indicacfes para tratamento com oxigénio e métodos
apropriados de administracdo. Uma dose inapropriada e a falha da monitorizagéao
desse tipo de tratamento podem gerar graves conseqiéncias. A monitorizacao
cuidadosa para detectar e corrigir os efeitos adversos de forma rapida € essencial
(VALENCA et al., 2007).

A ventilagdo mecénica constitui um dos pilares terapéuticos da unidade de
terapia intensiva, entretanto devem-se avaliar os efeitos deletérios por ela
ocasionados (MAZULLO FILHO et al., 2012).



13

Em relacdo ao ambiente de cuidados intensivos e ao procedimento de
suporte ventilatorio artificial, em consenso, se descreve que o uso de concentracdes
de fracdes inspiradas de oxigénio acima de 60% pode produzir efeitos secundarios,
como alteracdo da formacéo de surfactante, efeitos citotéxicos e traqueobronquites,
a sindrome da angustia respiratdria aguda e displasia broncopulmonar, dentre outras
(PEREIRA et al., 2008).

A lesdo pulmonar aguda é uma consequéncia da oxigenoterapia (MANTELL,
LEE, 2000), mesmo que a administracdo de altas concentracdes de oxigénio
(hiperdxia) seja um dos pilares do tratamento de suporte para pacientes que sofrem
de insuficiéncia respiratoria grave (LEE e CHOI, 2003).

Estudos em ratos Wistar demonstraram acdo ndo desejavel do oxigénio
ofertado em elevada concentracdo através de parametros como histologia,
estereologia, lavado broncoalveolar e dano oxidativo. Apesar do influxo de células
inflamatoérias e do dano oxidativo ser observado em estudo experimental agudo, a
possivel implicacdo de distarbio na histoarquitetura pulmonar induzido por
concentracfes elevadas de oxigénio em humanos ndo deveria ser descartada
(VALENCA et al., 2007).

Diante do exposto no presente estudo analisaram-se os efeitos agudos da
oxigenoterapia a 24% e a 60% comparando-se com o grupo controle a 21%, pelos
niveis de malondialdeido (MDA), através do teste de substancias reativas ao acido

tiobarbittrico (TBARS) no tecido pulmonar e no plasma de ratos Wistar.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oxigenioterapia

O estudo dos ambientes que favorecem a producéo de espécies reativas de
oxigénio pela hiperoxia e seus efeitos deletérios motivam o esclarecimento e a
difusdo de informacdes, uma vez que no ambiente hospitalar, frequentemente sao
observadas situacGes clinicas de pacientes que apresentam estados clinicos de
hipoxia e hiperoxia (PEREIRA et al., 2008).

A inalacdo de oxigénio medicinal, comumente empregado para reverter 0s
casos de hipoxia, doencas respiratérias e cardiacas graves, tem sido relacionada
com a retinopatia da prematuridade, doenca pulmonar crénica, displasia
broncopulmonar, atelectasia por reabsorcdo, traqueobronquite, depressdo da
atividade mucaociliar, nduseas, anorexia, cefaleia, dano epitelial pulmonar, destruicao

da barreira hematoaérea e edema pulmonar (REIS et al., 2013).

O tempo € um fator importante e crucial para o processo de injuria induzida pela
hiperéxia. Os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na lesdo pulmonar induzida por
oxigénio sdo complexos, mas sugere-se, mesmo em uma fase aguda, possivel efeito
deletério para o pulméo (VALENCA et al., 2007).

Em relacdo as doencas causadas pela toxicidade do oxigénio, quando
administrado de forma inadequada, ocorre retinopatia, DPOC, edema pulmonar,
displasia broncopulmonar, atelectasia, traqueobronquite, dano epitelial pulmonar,
atividade mucociliar reduzida entre outros sinais relacionados a nauseas, anorexia,
cefaleia bem como a destruicdo da barreira hematoaérea (REISSMANN et al.,
2005).

As injarias provocadas por estresse oxidativo apresentam efeitos
cumulativos e estdo relacionadas a uma série de doengas, como o0 céancer, a
aterosclerose e o diabetes (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Estudos recentes apontam que o dano epitelial pulmonar induzido pela
exposicdo as concentracoes elevadas de oxigénio, especificamente tem sido

associado ao estresse oxidativo (SILVA, 2013)
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PEREIRA et al( 2008), ao avaliarem os efeitos da concentracdo de oxigénio a 100%
em tempo de exposicéo de 72 horas no tecido pulmonar de ratos Wistar observaram
alteracdes histologicas compativeis com inicio do processo inflamatorio no tecido
pulmonar e aumento da atividade celular desse tecido, indicadas pelo aumento
significativo da espessura dos septos alveolares por célula para os animais

expostos.

Para KOCK et al (2014) a avaliacdo de 33 pacientes, com média de idade de
71 + 12 anos sendo 54,5% homens em uso de oxigénio, a analise dos dados das
gasometrias mostrou que pouco mais da metade dos individuos analisados se
encontravam dentro dos valores desejados, ou seja, entre 60 e 100 mmHg, e, quase
a metade restante estava recebendo dose excessiva de oxigénio. Isto significa que
muitos doentes poderiam n&do estar necessitando de oxigénio suplementar e,
portanto, estariam potencialmente expostos a tratamento e aos seus efeitos

colaterais.

2.2 Lesao celular e o papel do 02

A exposicao a altas concentragdes de oxigénio causa dano oxidativo direto
as células através do aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio. Lesdo
pulmonar in vivo induzida por oxigénio, estd bem caracterizada em roedores e tem
sido utilizada como um modelo valido de sindrome do desconforto respiratério
humano. Lesdo pulmonar induzida por hiperéxia pode ser considerada como um
processo bimodal resultante (1) a partir de toxicidade direta de oxigénio e (2) a partir
da acumulacdo de mediadores inflamatérios nos pulmdes. Tanto a apoptose e
necrose foram descritos em células alveolares, epiteliais e endoteliais, durante a
hiperdxia. Enquanto a resposta in vitro de oxigénio parece ser dependente do tipo de
células em culturas de tecidos, ndo sdo ainda claros quais sdo os mecanismos de
morte e vias implicadas in vivo. Ainda ndo é possivel distinguir inequivocamente
entre apoptose, necrose ou outra forma intermediaria de morte celular, uma grande
variedade de estratégias tem sido mostrada para prevenir dano alveolar e para
aumentar a sobrevivéncia dos animais durante a hiperoxia (PAGANO, BARAZZONE-
ARGIROFFO, 2003).
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O oxigénio é uma molécula fundamental para os organismos aerobicos,
utilizados, tanto na producdo de energia por meio da cadeia transportadora de
elétrons nas mitocondrias dos eucariotos, como na membrana celular de muitas
bactérias, e em inimeras vias metabdlicas fundamentais. O oxigénio consumido tem
como principal via de metabolismo o sistema aerodbico, ou seja, as mitocondrias.
Esse sistema é responsavel pela utilizacdo de 85 a 90% de todo o oxigénio
consumido, os outros 10 a 15% sao utilizados por enzimas oxidases e oxigenases e
por reacdes quimicas de oxidacéo direta (SCHENEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Ratos submetidos a hiperoxia, expostos a condicdo ambiente de
concentracdo de 100% de oxigénio por tempo de 72 horas apresentaram sinais
relacionados a toxicidade do oxigénio. Tal fato pode explicar a causa de 6bito em
alguns animais do grupo antes mesmo de completado o periodo total da exposicao
ou imediatamente ao final dela (PEREIRA et al., 2008).

A exposicao a hiperéxia de acordo com VALENCA et al (2007) é prejudicial e
lesiva ao pulmao de ratos Wistar sob concentracdo de aproximadamente 100% na
camara de exposicao. Sugere-se que o tempo é fator importante e crucial para o
processo deste modelo de injaria, o que pode ser estendido a seres humanos,
embora as doses e a duragdo permaneg¢am pouco esclarecidas.

Em camundongos neonatos a hiperéxia por 24 horas promoveu alteracdo na
histoarquitetura pulmonar, porque aumentou as areas de atelectasia e hemorragia
alveolar difusa (REIS et al., 2013).

Os efeitos deletérios do oxigénio (O,) ocorrem devido a elevada producao de
radicais livres (RL) ou de espécies reativas de oxigénio (EROS) (TIEPPO, 2006).

A reducédo de O, para 2H,0 requer quatro elétrons, assim, os intermediarios
serdo encontradas nesta via univalente e estes sdo superoxido (Oy), peréxido de
hidrogénio (H.O;) e o radical hidroxilo (HO-). S&o estes intermediarios que séo
responsaveis pela toxicidade do O,, e as defesas contra a toxicidade devem incluir a
reducdo da sua produgdo como medida maxima possivel e eliminar aquela producéo
gue nao pode ser evitada (FRIDOVICH, 1998).

A patogénese da lesdo induzida por hiperéxia no pulmdo n&o € bem
compreendida, mas acredita-se ser mediada pelos danos diretos a célula por meio

da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (NAGATA et al., 2007).
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FIGURA 1. Lesao celular e o papel do O,. Com a reducao do suprimento as células de O,, produz
uma injdria isquémica, enquanto outros estimulos induzem a lesé@o celular por meio de espécies
ativas toxicas de O,. Fonte: COTRAN, KUMAR et al., (2000).

A maior concentracdo de oxigénio implica também maior substrato oxidante
disponivel para as reagbes com maior formacdo de radicais livres ativados do
oxigénio; também ocorre uma vasoconstricdo generalizada, sendo excecdo a
circulacao pulmonar (POWERS et al., 2002).

Quando a ventilacdo mecanica se torna invasiva e esta associada a altas
concentracdes de O2 pode induzir complicagdes como infecgéo, barotrauma, lesbes
cardiovasculares, ferimentos traqueais, lesdo pulmonar induzida pelo ventilador e
toxicidade de oxigénio (VASSILAKOPOULOS, PETROF, 2004), durante a exposi¢cao
prolongada a hiperdxia (WANG et al., 2004)

A expressdo de varias proteinas reguladoras apoptoéticas alteradas, tais
como p53 e Bcl-2, e proteinas induzida por dano de DNA estad associada com a
morte celular e lesdo pulmonar em consequéncia da hiperéxia (MANTELL, LEE,
2000).
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A hiperbxia, gerando excesso de espécies reativas de oxigénio (EROS)
sistémicos, pode exacerbar a insuficiéncia de 6rgdos. Por conseguinte, um melhor
entendimento das vias de transducao de sinal de hiperdxia pode fornecer base para
intervencdes terapéuticas eficazes. Os principais efeitos bioldgicos da hiperdxia
incluem a morte celular, a inducdo de respostas de stress, inflamacéao, e modulacao
do crescimento celular (LEE, CHOI, 2003).

Estudos também tém sugerido que a exposicdo a hiperoxia causa leséo
pulmonar pelo aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(NARASARAJU et al., 2003).

A exposicao prolongada a hiperéxia conduz a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) em excesso, causando danos celulares e disfuncédo de multiplos
orgaos (GORE et al., 2010).causando lesao celular (LEE, CHOI, 2003).

2.3 Estresse Oxidativo

A vida aerobica evoluiu de uma dependéncia de oxigénio molecular para a
sua mera sobrevivéncia. A fosforilagdo oxidativa mitocondrial requer oxigénio para
gerar a energia. A homeostase fisiologica destes organismos é estritamente mantida
por um estado celular e tecidual ideal de oxigenacdo por meio de mecanismos de
deteccdo de complexos de oxigénio, cascatas de sinalizacdo, e 0os processos de
transporte. No caso de flutuacdes nos niveis de oxigénio que conduzem a um
aumento (hiperéxia) ou diminuicdo (hipdxia) no oxigénio celular, o organismo
enfrenta uma crise envolvendo deplecdo das reservas de energia, alteracdo na
cascata de sinalizacdo celular, reacfes e eventos oxidativos e eventualmente a
morte celular ou danos nos tecidos. O oxigénio molecular € ativado por ambos 0s
mecanismos nao-enzimaticos e enzimaticos em espécies reativas de oxigénio
(EROS). Os organismos aerobios desenvolveram defesas antioxidantes eficazes
para neutralizar a reatividade de EROS (KULKARNI, KUPPUSAMY PARINANDI,
2007).

A ventilacdo mecanica com hiperoxia é necessaria para tratar pacientes
criticamente enfermos. No entanto, prolongada exposicdo a hiperdxia conduz a

geracdo de espécies reativas de oxigénio excessivas (EROS), o que pode causar
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lesdo pulmonar inflamatéria aguda. Um dos principais efeitos da hiperdxia é a lesédo
e morte de epitélio pulmonar, que é acompanhado pelo aumento dos niveis
pulmonar de citocinas pro-inflamatérias e excessiva infiltracdo de leucdécitos. A
interleucina (IL)-8 e outras quimiocinas CXC sdo importantes mediadores da
infiltracdo de leucocitos. Em adigcdo a estas quimiocinas classicas, também se
discute o grupo de alta mobilidade da proteina-1(HMGB1), que € uma citocina pro-
inflamatoria recentemente identificada na inflamacao sistémica e pode ter um
impacto importante sobre a inflamacao por hiperéxia em lesao pulmonar (ZAHER et
al., 2007).

O estresse oxidativo € uma caracteristica central de muitas doencas,
particularmante os pulmdes que sdo suscetiveis a lesdes por radicais livres e as
defesas antioxidantes pulmonares sdo amplamente distribuidas e inclui tanto

sistemas enziméticos como n&o enzimaticos (TORRES et al., 2004).

Quando espécies reativas de oxigénio (EROS) sédo produzidas em excesso
podem ter efeitos prejudiciais, em um estado conhecido como estresse oxidativo, no
entanto desempenham papel importante na regulacdo da funcdo celular normal
(ROSENFELDT et al., 2013).

Os efeitos nocivos gerados por hiperoxia (ROS) se destaca no epitélio
respiratorio e endotélio in vivo, no entanto, pode provocar leséo celular sistémica em
outros orgaos (LEE, CHOI, 2003).

Quando ocorre um desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante pode ser
estabelecido o distirbio conhecido como estresse oxidativo, que é caracterizado
pela oxidacdo excessiva de macromoléculas biologicas como DNA, carboidratos,
lipideos e proteinas, podendo causar danos as células, tecidos e 6rgaos (AYALA et
al., 2014).

Para FRIDOVICH (1998) o estresse oxidativo pode causar dano em todos 0s
tipos de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios. O alvo principal do
estresse oxidativo pode variar dependendo da célula, o tipo de exposicdo e a

severidade desse estresse.

Os termos radicais livres, oxidantes e espécies reativas do metabolismo do

oxigénio sdo usados no meio cientifico para identificar os intermediarios quimicos
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reativos oriundos do metabolismo do oxigénio, entre eles: o radical superoxido (O2-);
o radical hidroxila (OH-) e o peroxido de hidrogénio (H202) (MAIA e BICUDO,
2009).

Os radicais livres quando aumentam de modo excessivo provocam
demasiada producdo de intermediarios reativos como proteinas carboniladas,
malondialdeido (MDA) e hidroperoxidos lipidios levando a uma interferéncia nas vias
bioquimicas normais das células (VICENT et AL., 2004).

A morte celular epitelial e infiltracdo de leucdcitos induzida por hiperdxia
desempenham papéis essenciais na patogénese da lesdo pulmonar hiperoxica.
Ambos os eventos sao consequéncias de muitas vias de sinalizacdo complicadas e
sobrepostas, incluindo aquelas que sé&o mediadas por MAPKs e fatores de
transcricdo redox, especialmente de NF-kB. Danos induzidos pela hiperoxia a
células epiteliais pulmonares, envolve a morte celular por apoptose multimodal e ndo
apoptética. O duplo papel de NF-kB na modulacdo tanto epitelial, como leséo
celular/morte e respostas inflamatérias pulmonares, faz um alvo para concepc¢éo de
novas estratégias para tratamento. Devido aos efeitos opostos de NF-kB (inibicdo de
apoptose oxidativa e morte epitelial ndo apoptética, a ativacdo ou inibicdo global
simples de NF-kB no pulmdo ndo é susceptivel de ser benéfica. No entanto,
modificando a atividade de NF-kB em tipos especificos de células durante janelas de
tempo especificos, tais como 0 aumento da ativacdo do NF-kB em células epiteliais
do pulmédo, pode ser mais eficaz na reducdo dos danos epiteliais por hiperéxia e
lesédo pulmonar inflamatéria. Um melhor entendimento das vias de sinalizacdo que
se sobrepdem iria ajudar a identificar novos alvos para minimizar, tanto a morte das
células epiteliais pulmonares e respostas pro-inflamatérias como levar ao
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o tratamento de lesdo oxidativa no

pulmao de pacientes ventilados (ZAHER et al., 2007).

O estresse oxidativo no organismo representa um desequilibrio entre a
producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a capacidade dos mecanismos
antioxidantes de defesa para desintoxicar os intermediarios reativos. Um excesso de
ROS pode danificar todos os componentes celulares, incluindo proteinas, lipidios e

acidos nucleicos. Quanto maior for o stress oxidativo, mais grave o dano celular
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resultante. A oxidagcdo moderada pode desencadear a apoptose, tensdes mais
intensas podem causar necrose (ROSENFELDT et al., 2013).

As principais vias de sinalizacdo que parecem estar envolvidos incluem as
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs), AP-1 e NF-kB, que convergem,
em Ultima instancia, para a expressao de uma variedade de genes de resposta ao

stress, as citocinas e fatores de crescimento (LEE e CHOI, 2003)..

2.4 Defesa Antioxidante

A toxicidade do oxigénio é um dos principais fatores de risco no
desenvolvimento da doenga pulmonar cronica ou displasia broncopulmonar em
prematuros. Usando analise protedmica, descobriram que aldeido desidrogenase
mitocondrial (MtALDH ou ALDH2) foi menos regulada em pulmao de rato neonatal
apos exposicdo por hiperéxia. Os dados demonstraram que a sobre-expressao
aldeido desidrogenase mitocondrial (mtALDH) poderia reduzir a producao
intracelular de ROS derivado de mitocéndrias das células epiteliais do pulmao
durante a exposicao hiperéxica. O reduzido ROS em células mtALDH-A549 pode

atrasar a morte celular induzida por hiperoxia (XU et al., 2006).

Os radicais livres de oxigénio (RLO) sao formados pela reducdo incompleta
do O2, gerando espécies que apresentam alta reatividade para outras biomoléculas,

principalmente lipidios e proteinas das membranas celulares e, até mesmo, o DNA.

(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

O dano celular resulta basicamente de ataque de espécies reativas de
oxigénio (EROS), de nitrogénio (ERN) sobre as macromoléculas, tais como agucares
(CHOH),, DNA, proteinas e lipidios. Por outro lado, é também fato reconhecido que

ERO e ERN desempenham papéis fisioldgicos importantes como o controle da
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pressao sanguinea, na sinalizacdo celular, na apoptose, na fagocitose de agentes
patogénicos (VASCONCELOS et al., 2007).

No sangue, circulam importantes antioxidantes, a exemplo das vitaminas C,
E, beta caroteno etc., bem como biomarcadores do dano causado por ERO e ERN e
outros, como malondialdeido (MDA), isoprostanos, lipoperdxidos e outros derivados
da peroxidacéo lipidica das membranas e por isso podem ser analisados em plasma
ou soro. (VASCONCELOS et al.,, 2007), reportam que o sistema antioxidante
sanguineo é classificado em enzimético e ndo enziméatico. O enzimético é
representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes: a superoxido dismutase
(SOD) que catalisa a dismutacdo do anion radical superoxido (O,) a peroxido de
hidrogénio (H,0,) e O,, a catalase (CAT) que atua na decomposicédo de H,O, a O, e
H,O e a glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peroxidos em geral, com
utilizacao de glutationa como co-fator.

Durante a sua reducdo para agua, o oxigénio da origem a intermediarios
reativos. Esta ameaca € reduzida por familias de enzimas que incluem superoxido
dismutase, catalases e peroxidases. As reagOfes em cadeia de radicais sé&o
controladas por antioxidantes, tais como ascorbato e o0s tocoferdis, e danos
oxidativos, que ocorre apesar destas defesas, e € amplamente reparado ou anulado
por nova biossintese. No entanto, algum dano é sustentado e que contribui para a
mutagénese, a senescéncia e para inumeros processos patolégicos (FRIDOVICH,
1998).

Para MAZZULO FILHO e colaboradores (2012), estudo com pacientes em
ventilagdo mecénica invasiva apresentam aumento do estresse oxidativo ao final da
VMI, com aumento das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e

diminuicdo das dosagens séricas da superoxido dismutase e catalase.

Para estudar o papel de aldeido desidrogenase mitocondrial (mtALDH) em
lesdo pulmonar por hiperdxia, que a expressao de mtALDH em células epiteliais do
pulmdo humano (A549). XU et al (2006), descobriram que mtALDH reduziu
significativamente a morte celular induzida por hiperoxia. Em comparacdo com

células do grupo controle (neo-A549), a morte celular por necrose em células que
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expressam mais mtALDH (mtALDH-A549) diminuiu 25,3-6,5%, 50,5 a 9,1%, e de
52,4-15,1% apoés 24, 48, e 72h de exposicao hiperdxica, respectivamente.

Estudos sugerem que nitracdo de proteinas durante a hiperdxia pode ser
mediada, em parte, pela MPO gerado a partir de células fagociticas ativadas, e tais
modificacdes de proteinas podem contribuir para a lesdo pulmonar mediada por
hiperoxia (MAZULLO FILHO et al., 2012).

Todas estas informagdes estimulam o desenvolvimento de outras pesquisas
experimentais e clinicas, como os estudos de marcadores especificos de apoptose
para macrofagos que se encontram nos alvéolos, para se identificar terapéuticas
para tratamento da exposi¢cdo ao oxigénio medicinal em altas concentracfes (HAY,
BELL, 2000).

2.5 Peroxidacao lipidica, MDA, TBAR

O processo de peroxidacao lipidica € iniciado pela reacdo de um radical livre
com um &cido graxo insaturado e é propagada por radicais peroxilas. Resulta na
formacao de hidroperoxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido (MDA),
4-hidroxinonenal e isoprostanos, que podem ser detectados em amostras biologicas

e utilizados para se avaliar o estresse oxidativo (LIMA, ABDALLA, 2001).

Em vista dos principais componentes celulares atacados serem os lipidios, o
que favorece a peroxidacéo lipidica, que leva a formacéo de mais radicais livres e
EROS, podendo prejudicar outros componentes celulares (URSO e CLARKSON,
2003).

A peroxidacao lipidica é causada pelo ataque de uma EROS (geralmente

OH) e todas estas modificacdes oxidativas causam mudancas nas propriedades
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fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, com
expansao do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das
organelas, com consequente morte celular. Reacdes envolvendo os varios
intermediarios entre si levam a novos produtos, como malondialdeido (MDA) que
reage com o grupo amina de purinas e HNE que reage com guanosina, entre outras
reacoes (VASCONCELOS et al., 2007).

O stress oxidativo desempenha um papel importante na patogénese da
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Mudancas no nivel de malondialdeido
(MDA), um produto final de peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados, foram
investigadas nas vias aéreas de pacientes com exacerbacdo aguda de DPOC
(AECOPD). Os niveis de MDA foram mensurados utilizando cromatografia liquida de
alto desempenho (ANTUS et al., 2014).

A guantificacdo de MDA é amplamente utilizada como um marcador do dano
oxidativo em moléculas lipidicas, e é importante no desenvolvimento de novas
metodologias que fornegam resultados com adequada sensibilidade e
especificidade. Dados da literatura demonstram valores de concentracoes
plasmaticas inferiores a 0,2 uM para a forma livre (ANTUNES et al., 2008).

Para NADER-DJALAL et al (1998), o dano oxidativo pode ser evidenciado
por peroxidacdo de lipidios no pulmdo por meio das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS)

O aumento da producao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
estd associado ao mau funcionamento do endotélio em consequéncia de VMI
prolongada, levando a hiperéxia e consequente estresse oxidativo demonstrado pelo
aumento do TBARS o que causam dano tanto pulmonar como sistémico (COSTA-
HONG et al., 2009).

LesOes celulares podem ser intensificadas por radicais livres quando a oferta
de O, segue um periodo de disoxia. Neste caso, avalia-se a concentracéo
plasmatica de TBARS, que é resultado da acao deletéria dos radicais livres sobre as
células (SANTOS, 2013).
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TORRES et al (2004), demonstram em estudos que o pulmao de ratos submetidos
a estresse oxidativo crénico, induz ao aumento nos niveis de TBARS, que & um

indicador de lipoperoxidacédo em lipideos.

Pacientes, submetidos a ventilagdo mecéanica invasiva, podem apresentar
alteracdo do estado redox, marcado pelo aumento no TBARS e reducdo das
enzimas antioxidantes (MAZULLO FILHO et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de MDA em tecido pulmonar e plasma de ratos submetidos

a hiperoxia induzida em diferentes niveis de oxigénio

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentracao de malondialdeido (MDA) no plasma dos ratos
submetidos a hiperéxia em 60% e 24%, com base na reacdo do MDA com o acido
tiobarbitarico (TBAR),

Determinar a concentracdo de malondialdeido (MDA) no pulméo dos ratos
submetidos a hiperéxia em 60% e 24%, com base na reacdo do MDA com o acido
tiobarbittrico (TBAR),
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pela Comissido de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com protocolo de nimero 458/2012.

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados 18 ratos machos adultos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, com peso corporal médio de 330 g. Os animais foram mantidos em estante
ventilada durante o tempo de adaptacdo em condi¢gOes controladas de luminosidade
(12h dia/12h noite) e temperatura de 21+1,2°C, com alimentagédo comercial (Nuvilab)

e agua ad libitum até o final do trabalho.

4.2 Exposicdo ao oxigénio

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos com 6
animais cada: grupo controle (Normoxia) - ratos expostos ao ar ambiente (21%);
grupo Hiperoxia 24% - ratos expostos 1L/min de oxigénio por 3 h; grupo Hiperdxia

60% - ratos expostos 12L/min de oxigénio por 3 h.

A exposicdo dos animais a hiperdxia foi realizada em caixa de polipropileno
transparente, desenvolvida para o estudo, com as dimensdes de 30x40x15cm, com

fechamento hermético.

4.3 Procedimentos de coleta de amostra

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com associacao
cloridrato de xilazina (2mg/kg) e cloridrato de cetamina (10mg/kg), para a realizacao
da puncdo cardiaca e obtencdo de 5mL de sangue em tubo com gel separador
contendo o anticoagulante EDTA. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm, por 5
minutos, a 4°C. O plasma foi separado e armazenado a -196°C até o momento da

realizagdo das dosagens de malondialdeido (MDA)
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4.4 Determinacéo de malondialdeido (MDA)

A determinacao da concentracdo de MDA dosados no plasma e no pulméo
dos ratos foi realizada com base na reacdo do malondialdeido com o &acido
tiobarbitdrico (TBAR), em baixo pH e temperatura elevada na qual se forma o
complexo MDA-TBAR, formando uma reacao rosada que é detectada por método

colorimétrico.

Os pulmdes foram descongelados em temperatura ambiente, diluidos 1:10
em solucao de cloreto de potassio (KCI) 1,5% (MERCK), macerados em disrruptor

ultrassoénico e centrifugados a 3.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C.

Aliquotas de 500 uL de sobrenadante do macerado de pulmédo e de 500 uL
de plasma de cada animal estudado foi adicionado a 1.000 pL de acido tiobarbiturico
0,8% (Sigma) e incubado por 1 hora a 90°C. A solucéo foi resfriada por 15 min,
homogeneizada com 4 mL de alcool n-butilico (MERCK), e centrifugada a 3.000 rpm

por 10 min, a 4°C.

O sobrenadante foi utilizado para realizar a leitura em espectrofotdmetro

com comprimento de onda de 535 nm. As dosagens foram expressas em ng/mL.

4.5 Eutandsia e necrdpsia

ApoOs a coleta de sangue, os animais foram submetidos a eutanasia com a
administracdo de dose letal do anestésico pentobarbital sédico (100 mg/kg) por via
intraperitoneal. Ap6s a constatacdo do 6bito, os pulmdes foram removidos com 0s
animais posicionados em decubito dorsal, por incisdo mediana partindo da regiao
cervical anterior e estendendo-se até aproximadamente um centimetro abaixo do
apéndice xifoide. ApOs a pleurotomia e resseccdo, os pulmdes foram lavados em
solucéo de cloreto de potéassio (KCI) 1,5% e congelados imediatamente a -196°C até
0 momento da realizagéo das dosagens de MDA.
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4.6 Analise estatistica

A comparacao entre os valores médios de malondialdeido determinadas nos
grupos normoxia 21%, hiperoxia 60% e 24% foi realizada por meio do teste de

ANOVA, seguido do teste de Tukey, considerando o o nivel de significancia a 5%.
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5 RESULTADOS

No presente estudo, os niveis de MDA dosados no plasma encontravam-se
elevados nos grupos hiperdxia 60% e 24%, porém apenas 0 grupo hiperéxia 24%
apresentou diferenca significativa (p<0,01) quando comparado com 0 gQrupo

normodxia 21%.

O grupo hiperodxia 24%, apresentou diferenca significativa (p<0,01) inclusive

em relacdo ao grupo hiperdxia 60%, como pode ser observado na Figura 2.

60%

24%

Percentagem de oxigénio

21%
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Concentracdo de MDA no plasma (ng/mL)

FIGURA 2. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no plasma de ratos expostos a diferentes
condicdes de oxigénio, grupo normoxia 21%; grupo hiperdxia 24% (3 horas); grupo hiperoxia 60% (3
horas).

Os niveis de MDA dosados no plasma encontravam-se elevados nos grupos
hiperéxia 60% e 24%, porém apenas 0 grupo hiperdxia 24% apresentou diferenca

significativa (p<0,01) quando comparado com o grupo normoxia 21%.
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O grupo hiperoxia 24%, apresentou diferenca significativa (p<0,01) inclusive

em relacao ao grupo hiperdxia 60% (Figura 3).
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FIGURA 3. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no pulméo de ratos expostos a diferentes
condi¢des de oxigénio, grupo normoéxia 21%; grupo hiperdxia 24% (3 horas); grupo hiperdxia 60% (3
horas).

Os animais foram pesados para a formacdo dos grupos experimentais, e
foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos contendo 6 animais, com peso

médio de 330g cada.



FIGURA 4. Pesagem dos animais para formacéo dos grupos experimentais.

FIGURA 5. Grupo de animais submetidos a hiperdxia em caixa de polipropileno.

32



33

6 DISCUSSAO

Ao analisar a Figura 2 que representa os animais submetidos a hiperoxia a
24% pelo periodo de 3 horas, observa-se aumento significativo na concentracédo de
malondialdeido (MDA). Deve-se considerar que conforme a técnica utilizada, o
plasma destes animais foram submetidos a incubacéo por 1 hora a 90°C, para que
ocorresse a formacdo do complexo MDA-TBA, no entanto, de acordo com
ANTUNES, et al. (2008), as temperaturas elevadas na reacdo entre MDA e TBA

podem acarretar formacao in vitro de TBARS.

Para MAZULLO FILHO et al, (2012), a maior parte dos analitos
guantificados foi gerada durante o aguecimento na execucdo da técnica do TBARS.
A ndo adicdo de hidroxitolueno butilado (BHT) pode aumentar a geracdo endégena
dos analitos levando a alteracdo na deteccéo dos niveis de TBARS. Quanto a esta
observacéo, ndo ocorreu no presente estudo, pois foi acrescido o alcool n-butilico na

dose 4 mL, para entdo a solucao ser resfriada por 15 min.

Ao avaliar o dano oxidativo pelo TBARS VALENCA et al. (2007)
consideraram o grupo controle como 100% e 0s outros grupos como variagcao do
grupo controle. Observaram aumento progressivo da detec¢cdo de TBARS no grupo
10’ (143+7,8, p<0,05), 30’ (180,415,6, p< 0,001) e 90’ (235+13,7, p< 0,001) em
comparacao ao grupo controle (100,6 = 1,7). No presente trabalho foi observado
este aumento progressivo na concentracao de malondialdeido (MDA) no pulméao de
ratos expostos a diferentes condi¢cdes de oxigénio, grupo normoxia 21%; grupo
hiperdxia 24% e grupo hiperdxia 60% o que pode se analisado na Figura 3.

MAZULLO FILHO et al.,, (2012) na avaliacdo do extresse oxidativo em
pacientes submetidos a ventilacdo mecéanica invasiva (VMI) obtiveram valores de
TBARS no inicio 3,54+0,74 nmol/mg proteina e no final da VMI valores de 4,96+1,47
nmol/mg proteina (p=0,04), os resultados apresentados no presente estudo foram
em ng/mL de MDA nos pulmbes, e de aproximadamente 1400 ng/mL no grupo
controle, 1500 ng/mL com 24% de O2 e 1800 ng/mL (por mL de soro) com 60% de
hiperoxia.

Os pacientes em ventilagho mecéanica invasiva apresentaram meédia de
idade de 64,8+17,6 anos; volume corrente de 382+44,5 mL e APACHE Il de 15+7.

Quando comparado o TBARS inicial e ao final da ventilagdo houve diferenca
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significativa (3,5410,74 vs. 4,96+1,47; p=0,04). Em relacdo as enzimas antioxidantes
ndo houve diferenca. Observa-se correlacdo entre as varidveis PaO2/FiO2 e TBARS
(r = 0,4); SOD e PaO2/FiO2 (r = 0,51) e SOD e APACHE Il (r = 0,56). Quanto ao
desfecho da internacéo, 6 pacientes foram a 6bito (MAZULLO FILHO et al., 2012).
No presente estudo, ndo houve 6bito, no entanto, os animais foram submetidos a
eutanasia no final do experimento para analise da concentragdo de MDA no tecido

pulmonar.

KOCK et al.,, (2014) concluiram que apenas 51,6% dos 33 pacientes
estavam com os valores de PaO2 adequados, quando em uso de oxigénio. Houve
correlacdo dos valores de saturacdo medidos por gasometria e oximetria. Nenhum
dos dispositivos apresentou a correlacdo FiO2 x Fluxo esperado. E, que este
trabalho possa conscientizar e ser um ponto de partida para a insercao de praticas
estratégicas, como programas de formacdo para médicos, enfermeiros e
fisioterapeutas em oxigenoterapia, melhorando os cuidados prestados. Sem duavida,
0s cuidados precisam ser tomados e com observacdo constante, visto que com
apenas 3 horas de hiperéxia houve alteracdo significativa de TBARS indicando
presenca de estresse oxidativo, em ratos, este comportamento de hiperdxia sera

certamente semelhante em um neonato humano.

Ratos Wistar machos adultos, pesando 180-230 g foram submetidos a
diferentes fatores de estresse e 0s niveis de peroxidacao lipidica foram avaliados
por substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Nenhuma diferenca em
TBARS foi observada apdés o estresse de restricdo crbnica, e concluiram que
diferentes fatores de estresse induzem efeitos diferentes no estado oxidativo do
organismo (TORRES et al., 2004).

Foi estabelecido o intervalo de referéncia das concentracdes médias de
MDA para o método, a partir das analises de amostras de individuos adultos
saudaveis, de 3,31 pM £ 0,38 (n=38), dentre este grupo considera-se os valores
para mulheres de 3,24 + 0,34 (n=27) e 3,47 = 0,44 para homens (n=11) (ANTUNES
et al., 2008). Na técnica descrita no presente trabalho, os valores de MDA obtidos no
plasma dos ratos submetidos a hiperdxia foram de aproximadamente 190 ng/mL no
grupo controle, com 60% de O2 obteve-se menores valores (£250 ng/mL) do que
com 24% de O2 cujos valores alcancaram a concentracdo de +550 ng/por mL de

plasma, e corrobora com esses autores quando reportam que os valores de
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referéncia para os niveis de MDA total relatados na literatura apresentam grande
variabilidade, estando relacionados com as condi¢cdes experimentais utilizadas nos
diferentes ensaios. Acrescenta-se a esta observacdo as varias unidades utilizadas
nas diversas pesquisas analisadas e com diferentes espécies. Concorda-se com
ZAHER et al (2007) quando descrevem que apesar de extensos estudos com foco
na reducao de lesao celular e inflamacéo, e as intervencdes terapéuticas terem sido
desenvolvidas para combater a lesdo pulmonar oxidativa, resultante da ventilacdo
mecanica com hiperoxia. Deve-se levar em consideracdo que de acordo com
(KULKARNI, KUPPUSAMY PARINANDI, 2007) os organismos aerobios
desenvolveram defesas antioxidantes eficazes para neutralizar a reatividade de
ROS. Embora ROS, também sdo necessarios para muitas funcdes fisiolégicas
normais, a producdo de ROS juntamente com a sua eliminacdo insuficiente por

antioxidantes endogenos vai levar ao prejudicial estresse oxidativo.

Concorda-se com ANTUNES et al.(2008) quando referem-se ao
malondialdeido (MDA) como um importante biomarcador para a avaliacdo do
estresse oxidativo, haja vista que os resultados obtidos no presente estudo mostrou
variagoes significativas em plasma e tecido pulmonar de ratos expostos a diferentes
condi¢Bes de hiperoxia.
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7 CONCLUSAO

Os niveis de MDA dosados no plasma encontravam-se mais elevados nos
grupos hiperéxia 24% do que com 60% de oxigénio.

Quanto maior a concentracao de oxigénio a que os animais foram expostos,

maior a concentracdo de MDA no tecido pulmonar.
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