
Abstract

Objectives: To analyze the effects of nutritional restriction and

hyperoxia on lung weight and pulmonary morphometry in premature

rabbits during the first 11 days of life.

Methods: New Zealand White rabbits were delivered by C-section

at 28 days� gestational age and randomized into four groups: control

diet and room air, control diet and hyperoxia (> 95% O2), nutritional

restriction and room air and nutritional restriction and hyperoxia

(> 95% O2). Nutritional restriction was achieved by reducing all

nutrients by 30% in comparison with the control diet. Lung tissue slides

were stained with hematoxylin-eosin, modified resorcin-orcein and

picrosirius, before morphometric analysis was performed.

Results: From the fourth day onwards, less weight was gained by

the nutritional restriction and hyperoxia group (p < 0.001), and from

the sixth day on, by the nutritional restriction and room air group

(p < 0.001), in comparison with their respective control groups.

Nutritional restriction decreased alveoli number (p < 0.001) and

collagen deposition (p < 0.001). Hyperoxia was responsible for

reductions in number of alveoli (p < 0.001) and collagen deposition (p

< 0.001), in addition to higher mean linear intercept values (p < 0.05)

and thickening of alveolar septa (p < 0.001). When nutritional restriction

was associated with hyperoxia, the reductions in number of alveoli (p

< 0.001) and of collagen deposition (p < 0.001) intensified.

Conclusions: Nutritional restriction intensified the changes of

pulmonary architecture findings caused by hyperoxia, in particular

through alterations to alveolarization and collagen deposition.
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Resumo

Objetivos: Este modelo experimental foi desenvolvido para ana-

lisar os efeitos da restrição nutricional e da hiperoxia, durante 11 dias,

sobre o peso e a morfometria pulmonares, em coelhos prematuros.

Métodos: Após cesárea, coelhos New Zealand White com idade

gestacional de 28 dias foram randomizados nos seguintes grupos: dieta

controle e ar ambiente, dieta controle e hiperoxia (> 95% O2), restrição

nutricional e ar ambiente e restrição nutricional e hiperoxia (> 95% O2).

A restrição nutricional foi obtida com uma redução em 30% de todos os

nutrientes da dieta controle. As lâminas de pulmão foram coradas com

hematoxilina-eosina, resorcina-orceína modificada e picrosírius, sendo

posteriormente realizada a análise morfométrica.

Resultados: Observou-se um menor ganho de peso no grupo

restrição nutricional e hiperoxia (p < 0,001) a partir do quarto dia e, no

grupo restrição nutricional e ar ambiente (p < 0,001), a partir do sexto

dia de vida, em relação aos respectivos grupos controles. A restrição

nutricional reduziu o número de alvéolos (p < 0,001) e o depósito de

colágeno (p < 0,001). A hiperoxia produziu uma redução do número de

alvéolos (p < 0,001) e do depósito de colágeno (p < 0,001), além de

maiores intercepto linear médio (p < 0,05) e espessamento de septos

inter-alveolares (p < 0,001). A restrição nutricional associada à hipe-

roxia intensificou a redução do número de alvéolos (p < 0,001) e do

depósito de colágeno (p < 0,001).

Conclusões: A restrição nutricional intensificou as alterações

morfométricas pulmonares produzidas pela hiperoxia, especialmente

em relação à alveolização e depósito de colágeno.

J Pediatr (Rio J). 2006;82(3):179-85: Restrição nutricional,

hiperoxia, desenvolvimento pulmonar, coelhos prematuros.
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Introdução

A displasia broncopulmonar constitui uma das principais

causas de morbidade entre os recém-nascidos pré-termo,

especialmente os extremos, admitidos nas unidades de

terapia intensiva neonatal. Hiperoxia1, ventilação mecâni-

ca2,3, infecção perinatal4 e persistência de canal arterial5,6

constituem os principais fatores de risco para o seu desen-

volvimento, além da prematuridade2,5,6. Em relação à

nutrição, ainda são necessários novos estudos para elucidar

a sua importância na fisiopatologia desse distúrbio.

Existem vários modelos experimentais para estudar a

lesão pulmonar aguda pela hiperoxia em animais a ter-

mo1,7, bem como em prematuros8, em um período ante-
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rior ou durante a alveolização. Nestes, as principais

características histopatológicas descritas são uma inter-

rupção no desenvolvimento pulmonar e vascular, com

redução do número de alvéolos e alterações morfológicas

vasculares1,7-9.

No entanto, em relação aos efeitos da restrição nutricio-

nal sobre o pulmão, os resultados são contraditórios.

Ressalte-se que a maioria desses estudos utilizou animais

a termo ou adultos. Alguns estudos observaram, em ratos

recém-nascidos a termo, uma redução do crescimento

somático, peso e volume pulmonares, número de alvéolos

e conteúdo de colágeno10,11, enquanto outros não detecta-

ram qualquer influência da restrição nutricional sobre a

arquitetura pulmonar12.

Alguns modelos experimentais utilizaram coelhos re-

cém-nascidos a termo e prematuros para analisar o desen-

volvimento pulmonar13-15. No entanto, em relação aos

modelos experimentais de restrição nutricional e hiperoxia,

poucos foram desenvolvidos em animais prematuros16, nos

quais não foram analisados os efeitos sobre a arquitetura

pulmonar.

A partir dos dados de literatura existentes, formulou-

se a hipótese de que a restrição nutricional e a hiperoxia,

isoladas ou associadas, causariam alterações significati-

vas sobre a alveolização, com interrupção da formação

alveolar e desorganização das fibras elásticas e de colá-

geno. Nesse sentido, este estudo foi realizado para

avaliar os efeitos da restrição nutricional e da hiperoxia

sobre a arquitetura pulmonar, em coelhos prematuros

expostos à restrição nutricional e à hiperoxia, durante os

primeiros 11 dias de vida.

Material e métodos

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo comitê para

análise de projetos de pesquisa local.

Preparação dos animais

Coelhas grávidas New Zealand White (Benjamin Fleder®

- Moji das Cruzes, SP), com idade gestacional conhecida de

28 dias, foram sedadas com ketamina intramuscular

(10 mg/kg) e acepromazina (0,1 mg/kg) e posteriormente

submetidas a raquianestesia com solução de marcaína-

xilocaína a 2% (1:1, vol:vol � 2 ml). Após a cesárea, os

filhotes foram identificados com um número na região

dorsal e pesados sobre um colchão térmico e sob calor

radiante. Estes foram mantidos com 30% O2 durante os

primeiros 30 minutos. As mães foram sacrificadas com

pentobarbital endovenoso (5 ml).

Após um período de adaptação inicial, os animais

sobreviventes foram randomizados, por sorteio, através

de sua numeração seqüencial e de acordo com a exposi-

ção ao oxigênio e ao tipo de dieta em: CA, dieta controle,

ar (n = 18); CH, dieta controle, hiperoxia (n = 17); RA,

restrição nutricional, ar (n = 18); RH, restrição nutricio-

nal, hiperoxia (n = 18). Os filhotes foram sacrificados com

11 dias de vida.

Os animais foram colocados em incubadoras (Fa-

nem®, São Paulo, Brasil) para manter uma temperatura

de 30-32 ºC. Com o objetivo de prevenir infecções, as

incubadoras foram lavadas, utilizando água destilada nos

nebulizadores, a dieta foi esterilizada, e a serragem

utilizada nas incubadoras foi autoclavada. A partir do

terceiro dia de vida, administrou-se penicilina cristalina

(20.000 UI/kg) e estreptomicina (20 mg/kg/d) intramus-

cular para prevenir infecções, as quais foram as principais

causas de óbito, em um estudo piloto realizado para

determinar a metodologia utilizada. Nesse momento,

administrou-se, também, vitamina K (0,002 mg/kg/dia)

para prevenir hemorragia pulmonar.

Desenvolveu-se uma fórmula láctea com uma composição

semelhante à do leite de coelha17 e similar a estudos

anteriores13,15,18. A dieta controle foi composta por uma

mistura de: AL110 (Nestlé®), 5 gramas; caseína (Support®),

5 gramas; triglicérides CMAGE (Support®), 15 ml;

polivitamínico, 1 gota; água destilada, 100 ml qsp. Essa

dieta fornecia 5,3 gramas de proteínas, 16,2 gramas de

gordura, 2,8 gramas de dextrino-maltose e 155 kcal por 100

ml. A restrição nutricional foi definida como uma redução de

30% de todos os nutrientes da dieta controle, baseado em

modelos experimentais de desnutrição18. A evolução

ponderal dos filhotes ocorreu de forma semelhante à descrita

na literatura, em modelo experimental que utilizou fórmula13.

Todos os animais foram alimentados duas vezes por dia

através de uma sonda orogástrica nº 4, adaptada a uma

seringa graduada. Os seguintes volumes foram

administrados: D0, 50 ml/kg/dia; D1, 100 ml/kg/dia; D2,

150 ml/kg/dia; D3 a D10, 200 ml/kg/dia. O mesmo volume

foi oferecido a ambos os grupos, a fim de mantê-los

hidratados. As sondas e os animais foram manipulados com

luvas de látex para procedimentos.

Os animais foram pesados pela manhã, diariamente,

com uma balança analítica de precisão (TR 403, Denver

Instrument Company®, EUA) por três vezes; após, reali-

zou-se a média aritmética das medidas, para determinar o

peso médio diário.

Exposição à hiperoxia

Administrou-se oxigênio aquecido e umidificado, com

nebulizadores neonatais (Intermed®, São Paulo, Brasil),

fluxo contínuo de 3 l/min, através de uma câmara de acrílico

selada. Este fluxo contínuo prevenia o acúmulo de CO2 e

mantinha uma concentração constante de 95% O2. A

concentração de oxigênio foi monitorizada, continuamente,

através de um oxímetro de ar ambiente (Dixtal®, São Paulo,

Brasil).

Histologia

Os animais foram sacrificados com injeção intraperito-

neal de pentobarbital sódico (25 mg/kg) e secção de aorta

abdominal. A traquéia foi canulada com cânulas de Sylastic

de 1 mm de diâmetro. Após, produziu-se um pneumotórax

bilateral, através da punção do diafragma, na sua superfície

abdominal. Então, conectou-se a cânula a uma coluna de

água, e os pulmões foram inflados a uma pressão de 30



Jornal de Pediatria - Vol. 82, Nº3, 2006  181

cmH2O, sendo que, após, ligou-se a traquéia. Os pulmões

foram removidos do tórax e submersos em uma solução de

formol tamponado a 10% durante 24 horas. Após esse

período, os pulmões foram pesados três vezes, em uma

balança analítica de precisão TR 403 (Denver Instrument

Company®, EUA), e calculou-se a média aritmética dessas

medidas. A seguir, os volumes pulmonares foram medidos

através da técnica de deslocamento de água19. As medidas

foram realizadas três vezes e, a seguir, suas médias

aritméticas foram calculadas. Essas medidas foram repeti-

das se dois valores diferissem mais que 0,05 ml entre eles.

Não se utilizou um fator de correção para valores úmidos e

desidratados, porque todos os pulmões foram processados

de forma idêntica. Determinou-se a relação peso pulmonar/

peso corpóreo no momento do sacrifício (PP/PC), e o volume

pulmonar específico foi determinado dividindo-se o volume

pulmonar por 100 gramas de peso corpóreo (ml/100 gramas

de peso corpóreo)20.

O conteúdo de água pulmonar foi quantificado através

da diferença entre os pesos pulmonares, seco e úmido.

Utilizou-se o pulmão esquerdo para essa medida, sendo

inicialmente realizada a medida do peso úmido e após

colocado em uma temperatura de 80º C durante 72 horas21.

As medidas foram realizadas em uma balança de precisão

(TR403, Denver Instrument Company®, EUA).

Cortes sagitais de tecido com 1 mm de espessura foram

removidos da porção distal de lobo superior direito. Os

tecidos foram conservados em álcool etílico a 70% até

serem embebidos em parafina para realização de cortes

seriados de 5 mm de espessura. Esses cortes foram corados

com hematoxilina-eosina (HE), resorcina-orceína modifica-

da, para fibras elásticas e picrosírius para colágeno.

Análise morfométrica

A análise morfométrica foi realizada pelo mesmo inves-

tigador, de maneira cega, usando um microscópio (Nikkon

E-600) acoplado a uma grade com 100 pontos e 50 linhas na

ocular e um software para análise de imagens (Image-Pro®,

Media Cybernetics INCTM, EUA).

Imagens seriadas de cada lâmina, não sobrepostas,

foram fotografadas. Foram traçadas três linhas em níveis

distintos, de pleura a pleura. Após, realizou-se a contagem

dos interceptos das paredes alveolares. Posteriormente, os

interceptos foram somados e divididos por dois para obter

o número de alvéolos. O comprimento de cada linha foi

medido através do analisador de imagens. O número de

alvéolos, por lâmina, foi calculado dividindo-se o número

total de alvéolos dividido pela soma do comprimento das

três linhas (número de alvéolo por unidade de comprimento

- nº alvéolos X 10-3/µm)22.

O intercepto linear médio (ILM) foi calculado em 10

campos por lâmina (100 X)23. O septo alveolar foi medido,

em 50 septos alveolares, através do analisador de imagem

(400 X)24. A proporção das fibras elásticas e de colágeno no

parênquima pulmonar foi determinada como uma relação

entre o número de pontos coincidentes com áreas coradas

e o número de pontos coincidentes com tecidos não corados,

sendo realizados em 20 campos por animal, usando uma

grade com 50 linhas e 100 pontos (400 X)25. Os pontos de

parênquima foram estimados contando os pontos coinci-

dentes com os pontos da grade como ponto de parênquima,

exceto vasos sangüíneos e brônquios > 2 mm de diâmetro.

Análise estatística

A análise de variância para medidas repetidas foi utili-

zada para comparar as médias de peso diárias de cada grupo

durante o período do estudo, sendo que as comparações

múltiplas foram realizadas baseadas na estatística de Wald.

Calculou-se um tamanho da amostra de 17 animais, com

α = 0,05 e poder de teste = 0,80, para observar uma

redução de 10% no número de alvéolos, em cada grupo

submetido às exposições e nos grupos controle-ar.

Realizou-se a análise de variância one way para compa-

rar peso, volume e conteúdo de água pulmonares, número

de alvéolos, espessura de septo alveolar, ILM, proporção de

fibras elásticas e de colágeno. Considerou-se um p < 0,05

como significante.

Resultados

Analisando-se a curva de ganho de peso médio diário,

observou-se uma redução inicial do peso e, a partir do

terceiro dia de estudo, um ganho de peso em todos os

grupos. No entanto, ocorreu um menor ganho de peso nos

grupos submetidos a restrição nutricional e hiperoxia em

relação aos grupos controle a partir do quarto dia (p < 0,001)

até o final do estudo e, a partir do sexto dia, no grupo

restrição nutricional e ar ambiente (p = 0,001) (Figura 1).

Efeitos pulmonares

Neste modelo experimental em coelhos prematuros, a

restrição nutricional durante 11 dias produziu menores

volume e conteúdo de água pulmonares (p < 0,001),

redução do número de alvéolos (p < 0,001) e dos depósitos

de colágeno (p < 0,001).

Figura 1 - Curvas de médias de peso diárias, de cada grupo,
durante 11 dias de vida
CA = controle-ar; CH = controle-hiperoxia; RA =
restrição nutricional-ar; RH = restrição nutricional-
hiperoxia.
a) CA X RA, p = 0,01; b) CH X RH, p < 0,01.
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A exposição à hiperoxia durante 11 dias também resul-

tou em diminuição do número de alvéolos (p < 0,001) e do

depósito de colágeno (p < 0,001), além de maiores espes-

samento septal (p < 0,05) e ILM (p < 0,01).

No grupo em que a restrição nutricional e a hiperoxia

foram associadas, a redução do número de alvéolos

(p < 0,001) e do depósito de colágeno (p < 0,001) detec-

tadas foram intensificadas. Neste, foram também detecta-

dos maiores pesos pulmonares (p < 0,001).

A descrição desses resultados encontra-se na Tabela 1

e nas Figuras 2 e 3.

Discussão

Este estudo analisou os efeitos da restrição nutricional

e da hiperoxia sobre um pulmão imaturo em desenvolvi-

mento. Modelos experimentais anteriores descreveram as

repercussões desses fatores, de forma isolada ou associa-

dos, em pulmões de animais adultos7 ou recém-nascidos a

termo1,10. Apenas alguns demonstraram efeitos da restri-

ção nutricional e hiperoxia sobre pulmão prematuro, prin-

cipalmente em relação ao crescimento e às respostas

antioxidantes, após um período de exposição de 72 horas16.

Mesmo assim, esses modelos não analisaram as alterações

da arquitetura pulmonar decorrentes.

Este modelo foi escolhido por permitir a análise dos

efeitos da restrição nutricional e da hiperoxia, durante 11

dias, em um pulmão imaturo em desenvolvimento. Con-

siderando que a duração da gestação em coelhos dura 31

dias, e a idade gestacional de 28 dias é o limite da

viabilidade nesses animais13, pôde-se analisar os efeitos

da restrição nutricional e da hiperoxia sobre pulmões na

fase sacular, anteriormente à alveolização15.

A dieta utilizada possuía menor conteúdo protéico do

que o leite de coelha17. No entanto, a comparação entre os

grupos foi possível, uma vez que foi utilizada a mesma fonte

nutricional em todos os grupos.

Os resultados deste estudo, em modelo experimental

em coelhos prematuros, mostraram que a restrição nutri-

cional durante 11 dias produziu menores volume e conteúdo

de água pulmonares, além de redução do número de

alvéolos e do depósito de colágeno; a hiperoxia reduziu o

número de alvéolos e o depósito de colágeno, concomitan-

temente ao espessamento do septo interalveolar e aumento

do ILM; associadas, a restrição nutricional e a hiperoxia

reduziram, de maneira mais intensa, o número de alvéolos

e do depósito de colágeno, além de promover um maior peso

pulmonar, mesmo quando corrigido para o peso corpóreo.

Neste modelo, não se observou influência da restrição

nutricional sobre o peso pulmonar, da mesma forma que em

estudo anterior16, porém diferente do esperado. Da mesma

forma, esta não foi detectada quando se relacionou peso

pulmonar com o peso corpóreo. Uma redução do peso

pulmonar proporcional a um menor ganho de peso somático

explicaria essa relação inalterada, mesmo sem observar um

menor peso pulmonar nesse grupo, em relação aos demais.

Outros autores relataram, em ratos recém-nascidos a

termo expostos à restrição nutricional, menores pesos

pulmonares. No entanto, quando o peso pulmonar foi

corrigido em relação ao peso somático, a relação não foi

diferente dos animais que receberam dieta controle10. Os

diferentes resultados dos diversos estudos poderia ser

decorrente da variação da intensidade da restrição nutricio-

nal imposta. No último estudo citado, a restrição nutricional

não foi mensurada, pois a mesma foi obtida aumentando o

número de lactentes sugando na mesma mãe.

Tabela 1 - Valores das variáveis peso pulmonar, peso pulmonar/peso corpóreo, volume pulmonar específico,
conteúdo de água pulmonar, espessura septo interalveolar, intercepto linear médio, número de
alvéolos, conteúdo de colágeno e de fibras elásticas nos grupos, aos 11 dias

Grupo CA CH RA RH

11 dias (n) 18 17 18 18

PP (g) 0,83±0,24 0,92±0,14 0,76±0,14 1,10±0,24 b d

PP/PC 0,020±0,005 0,022±0,003 0,018±0,002 0,029± 0,006 b d

VPE (ml/100 g) 6,36±3,59 4,67±1,74 4,11±2,90 a 4,25±2,48

CAP 92,85±1,30 88,74±3,3 79,35±5,42 a 78,80±5,46 b

ILM 60,54±18,20 85,30±27,30 c 52,70±6,50 73,13±1,57 d

Septo interalveolar (µm) 5,82±1,28 14,65±5,79 c 6,38±4,04 14,73±8,19 d

Número de alvéolos/mm 0,0114±0,02 0,0085±0,0012 c 0,0076±0,001 a 0,005±0,001 b d

Colágeno 0,39±0,18 0,18±0,08 c 0,13±0,05 a 0,09±0,04 b d

Fibras elásticas 0,51 ±0,18 0,40±0,20 0,37±0,11 a 0,41±0,23

CA = dieta controle e ar ambiente; CAP = conteúdo de água pulmonar; CH = dieta controle e hiperoxia; ILM = intercepto linear

médio; PC = peso corpóreo; PP = peso pulmonar; RA = restrição nutricional e ar ambiente; RH = restrição nutricional e hiperoxia;
VPE = volume pulmonar específico.

a) CA X RA; b) CH X RH; c) CA X CH; d) RA X RH; a, b, c, d – p < 0,05.
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Em relação aos efeitos pulmonares da restrição nutricio-

nal, observou-se uma redução do número de alvéolos, sem

alteração de suas dimensões, da mesma forma que o

descrito por modelos anteriores26. Esses dados sugerem

que esse efeito da restrição nutricional não esteja relacio-

nado a alterações na septação, mas em outra via envolvida

com a alveolização.

Também neste estudo, como descrito por outros, a

restrição nutricional causou uma redução dos depósitos de

colágeno11,27, provavelmente devido a uma menor disponi-

bilidade dos substratos para sua síntese. Apesar de não se

ter detectado redução de fibras elásticas, estas tinham um

aspecto grosseiro no grupo exposto à restrição nutricional.

Essas alterações também podem ter sido decorrentes de

menor disponibilidade de substratos, com interferência na

produção da enzima lisil-oxidase, envolvida nas fases inici-

ais da formação de elastina, alterando seu aspecto21,28,29.

A hiperoxia, isoladamente, não produziu alterações no

peso pulmonar. Em relação aos efeitos da hiperoxia sobre

o crescimento pulmonar, os resultados da literatura são

discordantes. Alguns estudos detectaram maiores pesos

pulmonares16. No entanto, outros autores que avaliaram

esses efeitos sobre o crescimento pulmonar em animais

recém-nascidos a termo descreveram uma redução do

peso pulmonar e do conteúdo de DNA pulmonar10. Da

mesma forma, neste estudo não se observou um maior

conteúdo de água pulmonar nos animais expostos à

hiperoxia, conforme descrito por outros14. Provavelmen-

te essas diferenças estejam relacionadas à duração da

exposição à hiperoxia e ao grau de imaturidade pulmonar.

Figura 2 - Lâminas de pulmão de coelhos prematuros - HE (X 100). Observa-se uma
redução do número de alvéolos no grupo exposto à restrição nutricional e no
grupo exposto à hiperoxia em relação ao grupo controle-ar. Essa redução é
mais intensa quando são associadas restrição nutricional e hiperoxia. Nesta
figura, observa-se também um espessamento dos septos alveolares nos
grupos hiperoxia
CA = dieta controle e ar ambiente; CH = dieta controle e hiperoxia; HE =
hematoxilina-eosina; RA = restrição nutricional e ar ambiente; RH =
restrição nutricional e hiperoxia.

A redução do número de alvéolos verificada nos animais

expostos à hiperoxia, com concomitante aumento do ILM,

sugere uma interferência daquela na alveolização através

de um bloqueio na septação, produzindo alvéolos maiores,

de forma semelhante a outros modelos experimentais de

lesão pulmonar pela hiperoxia1. Esse aumento do ILM pode

também refletir o espessamento do septo interalveolar

detectado nesse grupo, sugerindo um aumento do processo

inflamatório26. Neste, a hiperoxia reduziu também os depó-

sitos de colágeno. No entanto, estudos anteriores em

relação aos efeitos da hiperoxia sobre o conteúdo de

colágeno pulmonar têm resultados controversos, sendo que

alguns detectaram aumento1 desses depósitos e outros,

redução20. Essa diversidade pode ser uma decorrência da

variação, entre os modelos, da duração da hiperoxia ou até

da presença de sensibilidade variável à hiperoxia dentre as

espécies animais.

A associação de restrição nutricional à hiperoxia produ-

ziu uma redução mais intensa do número de alvéolos e do

depósito de colágeno. Estudos anteriores relataram uma

diminuição da produção de DNA pelo pulmão, tanto devido

à hiperoxia, como devido à restrição nutricional10. Talvez

essa interferência no DNA seja um dos mecanismos respon-

sáveis por essas repercussões.

Neste estudo, observou-se um maior peso pulmonar

quando foram associadas restrição nutricional e hiperoxia,

sem, no entanto, ser acompanhado de aumento do conteú-

do de água pulmonar, como seria esperado, se estivesse

associado a um processo inflamatório. No entanto, outros

estudos16 descreveram uma redução do mesmo durante a
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