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RESUMO

A exposicao de pequenos animais a niveis ele-
vados de oxigénio no ar inspirado reproduz muitas
das alteracbes morfologicas e funcionais que se
encontram na displasia broncopulmonar e na
asma bronquica. Assim, alguns grupos tém utili-
zado modelos animais expostos a hiperoxia com o
objectivo de determinar o papel das modificacoes
da arquitectura das vias aéreas na génese da
hiperreactividade bronquica que se encontra em
ambas as patologias humanas. Estudos realizados
na ulltima década, demonstraram, através de téc-
nicas in vivo e in vifro, uma associacdo entre as
modificacoes induzidas pelo oxigénio sobre o miis-
culo liso brénquico e a resposta a agonistas coli-
nérgicos. Contudo, as diferencas entre os protoco-
los tornam dificil a comparacao e a interpretacio
dos resultados obtidos entre os diferentes grupos.
Assim, foi objectivo desta revisao fazer uma sintese
das informacoes disponiveis sobre os métodos de
exposicao a hiperoxia, de indu¢io e monitorizagiao
da resposta, os critérios que determinaram a esco-
lha da espécie animal e da fase do desenvolvimento
em que se iniciou a exposi¢io e ainda sobre os efei-
tos biologicos correspondentes. Concluiu-se que a
exposicao a hiperoxia, pelas alteracdes morfo-fun-
cionais que provoca, pode constituir um modelo
util para avaliacio dos mecanismos responsaveis
pela a hiperreactividade bronquica, particular-
mente quanto ao contributo das alteracgdes qualita-
tivas e quantitativas do miisculo liso para esse
fenémeno.
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ABSTRACT

Exposure of small animals to high oxygen
concentrations can induce morphological and
functional changes usually found in the airways
of patients with bronchopulmonary dysplasia and
asthma. This led to the use of animal models
based on exposure to high concentrations of oxy-
gen in order to study the relation between these
airway changes and the development of hyperre-
sponsiveness. During the last ten years several
studies, using in vivo and in vitro techniques, have
shown a close association between cholinergic re-
sponsiveness and airway wall remodeling in rats
exposed to high levels of oxygen in the inspired
air. However, the comparison and interpretation
of the results obtained by the various groups is
often a difficult task due to the methodological
differences found between the protocols. The ob-
jective of this paper is to synthesize the informa-
tion concerning the hyperoxia exposure tech-
niques, the airway challenging agents used and
their methods of administration and also the pa-
rameters used to measure the responses. It is also
included a review of the criteria that determined
the choice of particular animal species, the stage
of development more often chosen to begin the
hyperoxic exposure and also its biological effects
on the structure and function of the airways. It is
concluded conclude that the hyperoxic rat is a
suitable model to evaluate the mechanisms in-
volved in bronchial responsiveness, in particular
the contribution of the qualitative and quantita-
tive changes occurring in the airway smooth
muscle.
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I. INTRODUCAO

A primeira publicagio em que se demonstrou
que a exposicao a hiperoxia determina um aumento
da resposta contractil do misculo liso brénquico in
vitro e um aumento da resisténcia das vias aéreas
data de 1989'. As publicagdes anteriores avaliam
exclusivamente os efeitos do oxigénio sobre a cir-
culagdo pulmonar ¢ o desenvolvimento do parén-
quima pulmonar.

A ideia de aplicar este modelo a avaliagdo do
papel do misculo liso na hiperreactividade bron-
quica (HRB) baseou-se na relagao estabelecida no
humano entre a administragio de frac¢des elevadas
de oxigénio no ar inspirado e a displasia bronco-
pulmonar (BPD) na crianga®. A exposi¢io # hipe-
roxia € apontada como um dos principais meca-
nismos patogénicos da BPD, que se caracteriza
morfologicamente por alteragdes da arquitectura
das vias aéreas com metaplasia pavimentosa epite-
lial, aumento do mdsculo liso, fibrose bronquica e
peribronquica’ e por complicagdes clinicas tardias
que incluem manifestacdes de HRB semelhantes as
de doentes asmaticos’. Assim, independentemente
dos mecanismos envolvidos, estabeleceu-se uma
relagdo de causalidade entre o designado “stress
oxidativo™ e a presenga de hiperreactividade bron-
quica (HRB).

Por outro lado, os dados obtidos a partir das
vias aéreas de doentes asmdticos através de bron-
coscopia, do estudo da composi¢do do lavado
broncoalveolar e de amostras obtidas por bidpsia e
de pegas de autOpsia, revelaram alteragdes da
arquitectura das vias aéreas (remodeling) que
incluem: fibrose subepitelial, hiperplasia dos mio-
fibroblastos, hiperplasia e hipertrofia dos midcitos,
edema, infiltrado de células inflamatdrias, hiper-
plasia glandular e hipertrofia epitelial. O conjunto
destas alteracdes contribui para o aumento da
espessura da parede das vias adreas, relativamente
a um grupo de controlo, quer nos casos fatais de
asma quer nos casos menos graves™”.

A semelhanga entre as alteracdes morfol6gicas
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e funcionais encontradas na BPD e na asma e as
induzidas pela hiperoxia em pequenos animais
levaram alguns grupos a usar este modelo na ava-
liagdo de mecanismos envolvidos na HRB.

E objectivo desta revisdo sintetizar os aspectos
metodologicos e os resultados até agora obtidos
quando a exposi¢ido de pequenos animais a niveis
elevados de oxigénio foi usada como modelo de
hiperreactividade bronquica. A primeira parte
aborda os métodos de exposi¢do a hiperoxia e os
resultados funcionais obtidos in vivo e in vitro; a
segunda parte contém uma sintese dos efeitos do
oxigénio sobre as vias aéreas de pequenos animais
e a sua relacdo com o desenvolvimento de HRB.

II. REVISAO DA LITERATURA - ORIGEM
E AMBITO DAS PUBLICACOES

A revisdio das publicagdes entre 1963 e Janeiro
de 2002 resultou em 15 artigos (Tabela I), onde os
autores usaram animais expostos a hiperoxia com o
objectivo de esclarecer mecanismos responsiveis
pelo desenvolvimento de hiperreactividade bron-
quica e a sua relagdo com as alteracdes da arquitec-
tura das vias aéreas’**?".

A maior parte da informag@o sobre as alteragdes
morfofuncionais induzidas pela hiperoxia resulta
dos artigos publicados por grupos norte-ameri-
canos entre 1989 e 1995'*%!141!% Szarek demons-
trou que a exposi¢do de ratos adultos a 85% de
oxigénio levava a um aumento da reactividade
bronquica medida in vivo e in vitro"’. Seguiu-se
um conjunto de publicacdes® ', com um protocolo
muito semelhante, in vivo, em ratos jovens, que
confirmaram as observagdes de Szarek™".
Demonstraram também que havia uma relac@o
entre as alteragdes da arquitectura das pequenas
vias aéreas e o nivel de sensibilidade a estimulos
colinérgicos e que as alteragdes funcionais se
deviam parcialmente a hipertrofia/ou hiperplasia
do misculo liso das vias aéreas de pequeno e
médio calibre'™. Finalmente, encontraram um
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aumento da actividade mitogénica do lavado bron-
coalveolar'*",

Nos anos seguintes, a exposic¢do a hiperoxia foi
usada para a identificac@o de mediadores respon-
sdveis por estas alteracdes morfoldgicas e funcio-
nais, que revelaram um aumento da sintese de leu-
cotrienos'®" e de citoquinas pelas vias aéreas'*?.
Outro estudo demonstrou que a exposi¢do a hipe-
roxia em fases precoces do desenvolvimento inibe
o efeito relaxante do 6xido nitrico enddgeno sobre
o musculo liso das vias aéreas centrais, resultados
sugestivos de que alteragdes dos mecanismos de
relaxamento podem ser também responsdveis pela

presenga de hiperreactividade bronquica'. Recen-
temente um grupo europeu retomou a avaliagio
das alteragbes morfofuncionais induzidas pelo oxi-
génio como modelo animal de estudo dos meca-
nismos envolvidos no aumento da reactividade das
vias aéreas”’.

III. METODOS DE EXPOSICAO DE PEQUENOS
ANIMAIS A HIPEROXIA

Os aspectos mais importantes dos métodos usa-
dos pelos diferentes grupos para expor pequenos

TABELA I
Sintese dos protocolos em que a hiperoxia foi usada como modelo de hiperreactividade bronquica

Hiperoxia (%) Débito O, Idade Monitorizagio O;  Tempo total
(/min) (dias) (x/dia) de exposigdo
(dias)

Szarek ' 0,> 80 2.5 adultos 1 7

0,>85 -+ la7
Hershenson e al *!!
Naureckas er al * 0,>95 CO,<03 25 21 continua 8
Solway et al
Agani eral 0,>95 | Te = 7
Iben eral lel2 13a15 4 4a6
Burghardt et al '° 0,>95— 65 - 21 1 10al8
Boros et al V7 0,>95C0,<0.5

0O, > 100 ou
Laudert er al ' 0, > 50 (48 a 72h) — 100 10 2-12 h, 27, - 7

48 ¢ 96 21
Shenberger et al "’ 0,>95 C0,<0.3 = 4 1 14
Johnston er al 0,>85(7d)— 100 (48, 72¢ 96h) - adultos - 11
Denis er al *' 0,=50%1 35 Oh continua 15
- : parametro ndo avaliado
226 Vol. VIII N®3 Maio/Junho 2002
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animais (ratos) a hiperoxia estao sintetizados na
Tabela I. Foram seleccionados os protocolos de ava-
liacdo funcional in vive e in vitro em que o objectivo
foi induzir um aumento da reactividade bronquica e
identificar 0s mecanismos responsaveis.

Em comum, a maioria de estes trabalhos tém: a
fase precoce da matura¢do em que estes animais
foram expostos a hiperoxia; apenas dois grupos
usaram animais adultos; com duas excepgdes™*!
todos os grupos usaram ratos da estirpe Sprague-
-Dawley; a percentagem de oxigénio elevada que a
maioria usou (80% a 95% de oxigénio). A monito-
rizacio do oxigénio foi feita pelo menos uma vez
por dia, geralmente apés uma fase inicial de medi-
¢lo continua para verificagio da estabilidade ao
longo do dia (admitindo uma variagio de 5%).
Quanto ao tempo de exposigdo, mais 50% das
publicacdes refere periodos de sete dias, que con-
sideram corresponder a exposi¢@o crénica.

IV. METODOS DA ESTIMULACAO
DO MUSCULO LISO

Como esta representado na Tabela II, nos estu-
dos in vitro, a acetilcolina (Ach) foi o agente far-
macoldgico mais usado em concentragdes crescen-
tes minimas entre 10® ¢ 107 M e miximas de 107
ou 10% M. A estimulagio eléctrica a diferentes fre-
quéncias (EFS) foi usada em trés desses trabalhos.
O efeito da EFS ¢é semelhante ao da estimulagdo
colinérgica, uma vez que parece actuar através de
alteragées da actividade da acetilcolinesterase, com
a vantagem de nao estar dependente da difusdo
através das diferentes estruturas da amostra de te-
cido.

Os resultados obtidos (Tabela III) com estes
dois estimulos apds hiperoxia sio semelhantes em
relagdo 2 tensdo isométrica mdxima que € superior
a dos grupos de controlo, traduzindo um aumento
da reactividade (E;,). Ja em relagdo a sensibilida-
de (expressa pela dose ou concentragdo de Ach ou
pela frequéncia eléctrica que provoca 50% da res-
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posta maxima — ECsyq,), a EFS revela alteragdes da
sensibilidade que ndo sdo detectadas pela Ach. As
razbes destas diferencas ndo foram, no entanto,
discutidas pelos autores.

Nos estudos in vive (Tabelas IV e V) observou-
-se em todos os casos um aumento da sensibilidade
a acetilcolina e metacolina, geralmente administra-
das por via endovenosa, sem varia¢des significati-
vas da reactividade (E,;) medida pela resisténcia
total do sistema respiratorio.

V. METODOS MEDICAO DA RESPOSTA
FUNCIONAL E EXPRESSAO
DOS RESULTADOS

Os grupos que fizeram estudos in vitro mediram
a tensdo isométrica (Tabela II), no que se afastam
da preferéncia pela tensdo isotdénica que € muito
evidente em protocolos de outra natureza (por
exemplo, sobre o desenvolvimento do musculo das
vias aéreas). Esta op¢do poderd corresponder a
uma tentativa de “isolar” funcionalmente o muscu-
lo das restantes estruturas da mucosa, uma vez que
a tensdo isométrica traduz apenas a forga desen-
volvida pelas proteinas contracteis sem que haja
encurtamento dos midcitos. Em contrapartida, ndo
¢ possivel avaliar outras propriedades do musculo
liso brénquico que podem ser responsdveis pelo
aumento da reactividade — mesmo sem hipertrofia
— como a velocidade de encurtamento.

Um aspecto importante nos estudos in vitro € a
necessidade de usar amostras de anéis de traqueia
ou dos brénquios prineipais, jd que ndo € possivel
tecnicamente colocar nos suportes do transdutor de
tensdo bronquios de médio e pequeno calibre. Esta
limitagdo ndo impediu de se demonstrar um
aumento da contractilidade induzida pela hiperoxia
(Tabela III).

Quanto a expressdo dos resultados (Tabelas 11
e V), existe uma grande heterogeneidade (tal como
em todos os estudos in vitro do musculo liso das
vias aéreas) que se deve fundamentalmente a cor-
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TABELA I1
Protocolos de hiperoxia in vitro — Métodos

Idade Idade da  Estimulos misculo  Pardmetros Funcionais  Morfometria ¢ outros métodos
exposigio  avaliagdo liso
0, (dias) (dias)
Szarek! adultos - 5-HT CDR
(250-330g) Betanecol Epas Microscopia éptica
ECS()’K'
Hershenson et al 21 29 EFS CDR Morfometria digital: perimetro
Ach 10%-107 M Epa/ Am {g/mmz} membrana basal; fm; Am. Cil-
ECsy (regressio linear)  culo da massa média musculo
Szarek * adultos +1,+3, EFS CDR Morfometria digital: Am
(270-330g)  +5e+7  Ach 10107 M Epax (MN/mm) normalizada para ‘m
Eoax /Am (mN/mmE)
ECsyq
Agani et al ™ 7 2 EFS B (2) Morfometria digital: perime-
Ach 107 -10° M tro posterior, Am; volume de
misculo = Am x 3 mm
Woestern blot — conteddo em
miosina
Nothern blot
Denis er al *' Oe 15 Carbacol 10%-10°M CDR Microscopia optica/video: fm

adultos -

Epax (mg) ¢ Am; fec Ae
Epax /Am (g/mm?)
ECsp0 (regressao

logistica)

+: dias apos passagem para o ar ambiente; M: molar; mN: 1073 Newton; 5-HT: 5-hidroxitriptamina; Ach: acetilcolina; EFS: estimulagio eléctri-
ca a diferentes frequéncias; CDR: curva dose-resposta; En,: Tensdo isométrica mixima; ECyyq: concentragao provoecadora de 50% da res-
posta mdxima; Im: comprimento de misculo: Am: drea de misculo: fe: comprimento de epitélio; Ae: drea epitelial.

rec¢do da E,4 € da ECsyq para a “quantidade de
misculo™ (Tabela II). A forma como a zona cor-
respondente ao musculo pode ser medida varia de
grupo para grupo tornando muito dificil a compa-
racdo dos resultados.

Contudo, quando os resultados sdo corrigidos
para pardmetros morfométricos € possivel apro-
fundar a relacdo reactividade/misculo uma vez
que, teoricamente, passa a ser possivel distinguir o
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componente do aumento de for¢a que se deve sim-
plesmente a hiperplasia ou hipertrofia do que se
deve a alterages puramente funcionais da contrac-
tilidade.

Nos protocolos in vivo a resisténcia total do sis-
tera respiratdrio por pletismografia foi o método
usado para avaliar a resposta das vias aéreas. O
pardmetro escolhido pela maioria dos grupos para
a expressdo dos resultados foi a resisténcia do sis-
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TABELA III
Protocolos de hiperoxia in vitro —Resultados

Segmento das vias Tensdo isométrica méxima ECso Area misculo Epitélio
aéreas reactividade sensibilidade
Szarek ' T5.HT
e L l
brénquio primdrio betanecol (ndo variou) i _ _
(mN/mm)
Hershenson er al )
S traqueia T ndo variou l &
(g/mm?’)
Szarck * . .
brénquio primdrio T Mo varou T -
(mN/mm)
Agani et al " - .
1997 traqueia il oA l !
. (8
Denis eral *' N . " .
- % i nio variou 1 ndo variou
traqueia
(mg)

EC,+/ED,s : concentragio/dose provocadora de x% de aumento do valor basal; 5-HT : 5-hidroxitriptamina

T : aumento; | : diminuigio; - : parimetro nio avaliado
* Ndo se observaram variagées nos adidtos

tema respiratrio considerando significativo um
aumento de 200 por cento em relagdo ao valor
basal, para efeitos de cdlculo da concentragdo pro-
vocadora (Tabela IV). Nestes casos a maior uni-
formidade nos métodos e expressdo de resultados,
em que a constante foi a determinagio da sensibili-
dade através da concentra¢@o provocadora de um
aumento significativo da resisténcia, facilita a
comparagdo de resultados que € sobretudo prejudi-
cada pelas diferentes vias de administragio do
agente constritor (aerossol ou endovenosa).

VI. RELACAO ENTRE HIPEROXIA,
REACTIVIDADE, SENSIBILIDADE
A AGENTES FARMACOLOGICOS
E A ESTRUTURA DAS VIAS AEREAS

Os grupos representados por Hershenson®’,
Naureckas'' e Solway'® apresentaram uma série de

publicagdes em que exploraram a correlagio entre
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as alteragdes do musculo liso e epitélio e o desen-
volvimento de hiperreactividade brénquica induzi-
da pelo oxigénio. Os trabalhos foram feitos na sua
maioria in vivo, tendo medido a resisténcia das vias
aéreas por pletismografia (Tabela IV). Observaram
um aumento da sensibilidade a estimulos colinér-
gicos (metacolina e acetilcolina) e estimulagio
eléctrica (EFS) apés 7 dias de exposi¢do, sem
variagOes significativas da reactividade e que estes
resultados se correlacionavam quer com a espessu-
ra do epitélio quer do misculo liso das vias aéreas
de pequeno e médio calibre (Tabela V). Realiza-
ram apenas um dnico estudo in vitro usando anéis
de traqueia'® onde obtiveram resultados funcionais
semelhantes, mas acompanhados de uma diminui-
¢ao da drea de musculo. Este mesmo padrio -
aumento da reactividade e redugdo da drea de miis-
culo na traqueia — foi encontrado num grupo de
animais recém-nascidos exposto durante 14 dias a
hiperoxia'®. No entanto, os resultados obtidos
recentemente’’ em que a exposigio de ratos da
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TABELA IV

Protocolos de hiperoxia in vitro — Métodos

Idade Idade Estimulos Avaliagio Parametros
exposigao da avaliagido muisculo liso Funcional Funcionais
0, (dias) (dias)
Szarek ' adultos - 5-HT (e.v.) Pletismografia G;
(250-3302) Cdyn
log ED3 G;
Hershenson et al ® 21 29 Mch Pletismografia CDR
(e.v.) Ry mix
ECan
Hershenson, et al ° 21 29 Ach aerossol Pletismografia CDR
Ry mix
EC‘.’UU
Burghardt et al L <4 14 Mch Pletismografia CDR R
(e.v.) ECay
Tben et al ¥ 6-7 ¢ 4a6 EFS vago Pletismografia CDR Ry ¢ E.
13-15

e.v: endovenosa; 5-HT: 5-hidroxitriptamina; Ach: acetilcolina; Mch: metacolina EFS: estimulagio eléctrica a diferentes frequéncias; CDR: curva
dose-resposta; ¢ Condutancia; Cyy,: compliance dindmica; Ry: resisténcia total do sistema respiratorio; Ey: elastincia total do sistema respirato-
1i0; ECa/ED,4: concentragio/dose provocadora de x% de aumento do valor basal; v.a.: vias aéreas; At: drea total da via aérea; Am: drea muscu-

lar; Ae - drea epitelial

TABELA V

Protocolos de hiperoxia in vivo — Resultados

Resisténcia maxima

EC/ED,q Area misculo Epitélio
reactividade sensibilidade
Hershenson er al ® nio variou T 5-HT T i)
Hershenson er al ’ nio variou T i) T
? (v.a. médio calibre) i}
Hershenson ef al ! = T it T
Iben er al 1 T o -
Burghardt et al '® = T T ndo variou

T : aumento; | : diminuigdo; - : pardmetro ndo avaliado; 5-HT: 5-hidroxitriptamina; v.a.: vias aéreas
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estirpe Wistar foi feita logo ap6s o nascimento,
com niveis de oxigénio inferiores aos usados em
todos os outros protocolos (50%), demonstrou que
existia um aumento da massa de misculo na tra-
queia e aumento da tensdo isométrica que ndo se
observava em animais adultos sujeitos as mesmas
condigdes. Estes resultados, discordantes nas alte-
ragdes morfolégicas e funcionais em relag@o aos
referidos anteriormente sao ainda dificeis de inter-
pretar ja que, nos animais jovens, a exposi¢do se
fez logo apés o nascimento; os niveis de oxigénio
usados quer nos recém-nascidos quer nos ratos
adultos foi inferior & de todos os outros grupos
atrds referidos.

EM SINTESE, ESTES DADOS
DEMONSTRAM QUE A HIPEROXIA:

VIL

— induz alteragOes da contractilidade do misculo
liso que se traduzem por um aumento da sen-
sibilidade in vivo e por um aumento da reacti-
vidade e redugdo do relaxamento in virro;

— provoca alteragbes da arquitectura das vias
acreas de médio e pequeno calibre que se
traduzem, na maior parte dos casos, por
aumento da espessura do epitélio e do mas-
culo liso;

— na traqueia, observa-se um aumento da
reactividade in vitro, mas acompanhado de
repercussOes discordantes sobre a arquitec-
tura das vias a€reas, o que se pode em parte
atribuir aos niveis diferentes de oxigénio
administrados.

VIII. REPERCUSSOES PULMONARES
DA EXPOSICAO A HIPEROXIA

1. Sobrevivéncia em hiperoxia
a) Diferencgas entre espécies

A capacidade de sobrevivéncia em condigoes
de hiperoxia varia de espécie para espécie e, dentro
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da mesma espécie, consoante a fase da maturacao
em que se inicia a exposi¢ao™. Frank er al demons-
traram que entre as diferentes espécies de animais
(como o rato, o cobaio e o hamster), o rato Spra-
gue-Dawley € o que temn maior capacidade de so-
brevivéncia tanto no periodo neonatal como em
adulto. Todos os adultos tém tempos de sobrevi-
véncia em hiperoxia inferiores aos animais que
foram expostos logo apds o nascimento'®*. Uma
explicagio destas diferencas foi avangada pelos
mesmos autores que avaliaram a resposta a agres-
sdo directa do pulmiao provocada pelo oxigénio
através da libertagio de radicais livres de oxigénio,
fazendo o doseamento de enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutatido peroxidase (GP). O doseamento destas
enzimas revelou um aumento da sua actividade
antioxidante (desencadeada pela exposicao a >95%
de O,) apenas em ratos € no coelho jovens o que
pode em parte explicar a maior tolerincia destas
espécies nas fases precoces do seu desenvolvimen-
to. A auséncia de alteracdio destas enzimas em
adultos das mesmas espécies, associada a maior
taxa de mortalidade, vem corroborar esta hipdtese.
Quanto ao cobaio, que € de todos os animais estu-
dados 0 mais sensivel, nio se observaram altera-
¢Oes da actividade enzimatica (SOD, CAT ou GP).
Estes resultados poderio ter sido um dos fun-
damentos da escolha preferencial do rato recém-
-nascido e/ou jovem para os protocolos em que se
avaliaram as relagdes hiperoxia/hiperreactividade.

b) Diferengas entre animais jovens ¢ adultos

A aplica¢do de niveis elevados de oxigénio a
animais em diferentes fases do desenvolvimento pds
em evidéncia a maior susceptibilidade dos adultos
em relagdo aos animais mais jovens'®. Demonstrou-
-s¢ que a causa de morte € o edema pulmonar, mani-
festando-se por edema e infiltragao por células
mononucleares e macréfagos dos septos interalveo-
lares, das regides peribrOnquica e perivascular e
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edema alveolar frequentemente acompanhado por
derrames pleurais. A gravidade destas lesdes tem
uma relacdo directa com a idade em que se inicia a
exposicio ao oxigénio'®.

No rato recém-nascido, a quantidade de dgua no
pulmido (indicador da presenga de edema pulmo-
nar), permanece idéntica ao grupo de controlo
durante oito dias em hiperoxia mantendo-se
aumentada a partir desta fase. Os animais com 27
dias t€m um ligeiro aumento nos trés primeiros
dias, voltando ao valor de controle a partir dos 5-
-14 dias enquanto os de 44 dias t€ém um aumento
da dgua no pulmio que atinge o seu miximo no 3.°
dia, voltando ao normal entre os 14 e os 22 dias.
Ultrapassada a fase de edema pulmonar, todos os
animais desenvolvem hipertensio pulmonar e cor
pulmonale com insuficiéncia respiratoria.

A percentagem de sobrevivéncia em ratos de 27
¢ 44 dias, apds trés a cinco dias de exposi¢io con-
tinua a 95%-100% de O,, é de cerca de 80%'**
enquanto apenas 20% dos animais de 48 e 96 dias
estdo vivos ao fim de 14 a 22 dias'
mais jovens, os recém-nascidos tém maior tolerdn-
cia que todos os outros nas primeiras duas sema-
nas, mas maior susceptibilidade a exposi¢des mais
rolongadas.

"% Entre os

2. Tolerancia a hiperoxia

mal''. A observagio de caracteristicas iguais apds
a exposi¢ao durante quinze dias a 50% de oxigénio
logo apds o nascimento aponta para a hipotese de
que uma associagio entre uma fase precoce do de-
senvolvimento e niveis moderados de oxigénio po-
der induzir hipertrofia ou hiperplasia do musculo,
sendo as alteragdes epiteliais transitrias neste am-
biente.

3. Susceptibilidade entre estirpes diferentes
de ratos e repercussoes pulmonares
da hiperoxia

Como foi referido acima, o animal mais fre-
quentemente usado € o da estirpe Sprague-Dawley
em que as alteragoes morfoldgicas responsiveis
pela intolerdncia ao oxigénio e taxas de mortalida-
de em fases diferentes da maturagdo estio disponi-
veis na literatura'®. A pertinéncia desta informagio
relaciona-se com a escolha da idade em que devem
ser seleccionados e para o planeamento da duragio
da exposi¢do.

Os dados existentes sobre outras estirpes de
ratos sdo escassos e resultam de uma publicagio
em que se compararam 3 estripes de ratos adultos
que sobreviveram, em média, 3,6, 4,8 ¢ 6 dias® o
que ¢ sugestivo de que a tolerdncia também varia
dentro da mesma espécie. Em relagdo aos ratos
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portam a hipdtese de, uma vez desencadeada, a
lesdo induzida pela hiperoxia envolver mecanis-
mos idénticos.

4. Tempo de exposicio necessario
para induciio de hiperreactividade

Os tempos de exposi¢do a hiperoxia variam
entre 7 e 21 dias. Os resultados de diferentes gru-

pos demonstram que ao fim de 7 dias jd existe au-

mento da reactividade in vitro e in vivo a agonistas
colinérgicos, acompanhada por alteragoes do epité-
lio e musculo das vias aéreas de médio e pequeno
calibre.

Os resultados de uma publicagio em que se
fizeram medigdes didrias da reactividade bronquica
e se quantificaram as alteracdes morfolégicas da
mucosa bronquica demonstraram que as alteragdes
funcionais — aumento da tensio isométrica maxima
in vitro — surgem mais precocemente (apos 3 dias)
que as alteragOes da espessura de muasculo, s6 visi-
veis a partir do 5.° dia de exposi¢io a 85% de O,".

Para além do interesse metodologico, estes dados
fundamentam as hipdteses que a libertagdo de
mediadores, como prostaglandinas e taquicicinas
libertados pelo epitélio™*'* apés a exposigio a hipe-
roxia, podem determinar aumentos da contractilida-
de responsdveis pelo aumento da reactividade e que
estes ja estdo presentes antes que as alteracdes mor-
folégicas do musculo liso sejam aparentes.

5.  Recuperagio da estrutura das vias aéreas
¢ da reactividade bronquica apos exposi¢ao
a hiperoxia

Esta informac¢ao resulta de um dnico estudo
onde se fizeram medicOes da reactividade in vivo ¢
dos indices da espessura do epitélio e musculo 3, 6,
8, 13, 16 e 48 dias apdés um grupo de ratos Spra-
gue-Dawley ter sido retirado de uma camara de
exposi¢do a hiperoxia onde tinha permanecido 8

Maio/Junho 2002

dias''. Os autores, que referem terem feito a ava-
liacdo morfométrica nas vias aéreas de pequeno e
de médio calibre, concluem que ao-fim de 13 dias
ha uma recuperacao da arquitectura das vias
aéreas, nio se distinguindo o grupo esperimental
de um grupo de controle. Nio encontraram tam-
bém diferengas significativas na sensibilidade coli-
nérgica e no valor maximo da resisténcia do siste-
ma respiratério a partir 16.° dia de recuperagio em
ar ambiente. Encontraram, no entanto, correlagoes
significativas entre o retorno da reactividade aos
valores de controle e a espessura muscular e epite-
lial das pequenas vias aéreas.

Os dados morfométricos obtidos nas vias aéreas
de menor calibre revelaram que a recuperac¢io era
progressiva, sendo mais precoce no epitélio (logo
apOs o retorno ao ar ambiente) que no musculo
(evidente a partir do 6.° dia). Nao foram medidos
quaisquer parametros funcionais entre 0 3.°¢e¢ 0 13.°
dias de recuperagio.

Estes resultados demonstram que os efeitos do
oxigénio sdo reversiveis ao fim de duas semanas e
suportam a hipétese de haver uma correlagio entre
a arquitectura das pequenas vias aéreas, incluindo
epitélio e musculo, e a reactividade medida in vivo,
usando uma metodologia que ndo foi ainda apli-
cada in vitro. Contudo, nao fica claro se estas ob-
servacoes se aplicam também as vias aéreas de
maior calibre.

6. Consideracoes finais

Se bem que a maioria destes trabalhos tenha
demonstrado que a exposi¢do a niveis elevados de
oxigénio induz aumento da resposta das vias aéreas
a estimulos farmacoldgicos, in vitro e in vitro,
acompanhada por um aumento da espessura do
epitélio e misculo, nenhum foi capaz de obter
resultados conclusivos sobre a forma como o mus-
culo liso contribui para este fenémeno.

Esta dificuldade deve-se em parte ao efeito
generalizado do oxigénio sobre todas as estruturas
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pulmonares — vasos, parénquima e vias aéreas — ¢,
consequentemente, os diferentes componentes da
mecanica pulmonar. Nio € assim de esperar que a
correlacdo de parimetros como a resisténcia ou a
compliance em animais vivos com o aumento de
musculo liso permita mais do que constatar que
este ¢ um dos diferentes mecanismos que con-
tribuem para a reactividade bronquica.

Teoricamente, a medicdo da resposta contrictiil
in vitro de amostras das vias aéreas™ permite con-
tornar o efeito de outras alteracdes mecanicas do sis-
tema respiratorio ¢, por isso, uma maior aproxima-
¢io a0 musculo liso bronquico. Nio deixa, contudo,
de ser afectada pela presenc¢a de edema da mucosa
que reduz o componente eldstico em série contra o
qual os miocitos se contraem, podendo observar-se
em consequéncia um aumento da forca e/ou da ve-
locidade de encurtamento, sem que estejam pre-
sentes alteracoes morfologicas.

Nio menos importante que os aspectos meto-
doldgicos € a informagio biolégica que se pode ti-
rar a partir de variagdes de tensao sem encurta-
mento (isométrica): medir tensdes mais elevadas
significa que a alteracdo pode ser atribuida a um
aumento da resposta dos receptores, dos mecanis-
mos de transducio do sinal ou dos mecanismos in-
tracelulares que levam ao estabelecimento de liga-
¢oes entre as proteinas contricteis. Portanto, o
estudo das alteragdes isoladas da for¢a do musculo
liso das vias aéreas ndo permite tirar conclusdes
quanto ao papel da hipertrofia muscular provocada
pela hiperoxia nos mecanismos de aumento da re-
actividade brénquica. S6 com estudos complemen-
tares, como a morfometria e técnicas imunologicas
¢ imunohistoquimicas, é possivel separar o con-
tributo do musculo dos outros elementos da parede
das vias aéreas.

H4, no entanto, alguns aspectos da exposi¢ao a
hiperoxia que ainda ndo foram completamente ex-
plorados e que poderdo contribuir para o desen-
volvimento de um modelo animal de hiperreactivi-
dade bronquica mais satisfatorio, tais como:

a) a exposi¢do prolongada a hiperoxia (supe-
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rior aos 7 a 15 dias habitualmente usados) e
a avaliagdo da reversibilidade das alteragoes
funcionais e morfoldgicas,

a resposta a farmacos relaxantes do miscu-
lo liso, uma vez que a incapacidade de vol-
tar aos valores de repouso apos a contrac-
¢io ndo pode ser excluida como causa de
obstrucdo excessiva.

a exposi¢éo a niveis de oxigénio inferiores
a 80%, susceptiveis de permitir maiores
tempos de sobrevivéncia em hiperoxia, tor-
nando mais vidvel a aproximag@o a uma
modelo de inflamacdo crénica das vias
aéreas.

b)

c)
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