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O ácido oléico (AO) tem sido utilizado experimentalmente, devido a suas ações direta e indireta sobre o
tecido pulmonar, como modelo de embolia gordurosa e de síndrome da angústia respiratória aguda (SARA).
O objetivo deste trabalho foi estudar as alterações morfológicas agudas e crônicas causadas nos pulmões
pela injeção intravenosa de AO em ratos. Ratos machos da linhagem Wistar foram injetados com 0,05ml
de AO e grupos de cinco animais foram sacrificados 2, 24, 48 horas, 5, 10, 30 e 90 dias após a injeção.
Os estudos de microscopia óptica revelaram edema alveolar difuso, focos de hemorragia intra-alveolar e

focos de necrose isquêmica de 2 a 48 horas após a injeção. Nesse período, a microscopia eletrônica
mostrou grave comprometimento endotelial e lesão de pneumócitos do tipo II. A partir do 5º dia após a
injeção, observou-se resolução dessas lesões com discretas seqüelas morfológicas. Os pulmões dos ratos

sacrificados nos 30º e 90º dias eram iguais aos dos grupos-controles. Este modelo permite a sobrevivência
dos animais, sendo adequado para estudos de embolia gordurosa e de SARA.

(J Pneumol 1997;23(5):245-251)

Morphological lesions induced by oleic acid in lungs of rats

Because it has direct and indirect action on lung tissue, oleic acid (OA) has been used experimentally as

a model of fat embolism and acute respiratory distress syndrome (ARDS). The aim of this study was to

describe acute and chronic pulmonary lesions induced in rats by intravenous injection of OA. Male

Wistar rats were injected a 0.05 ml dose of OA. Groups of 5 animals were sacrificed 2, 24, 48 hours,

and 5, 10, 30, and 90 days after injection. Diffuse alveolar edema, foci of intra-alveolar hemorrhage,

and foci of ischemic necrosis were observed by light microscopic from 2 to 48 hours. At this period of

time, severe endothelial injuries and type II alveolar cell lesions were observed on electron

microscopy. After the fifth day, no injury was observed and discrete morphological sequelae

were found. The lungs of the animals sacrificed at the thirtieth and ninetieth days were identical

to those of the control groups. The present model allows animal to survive, being suitable

for studies on fat embolism and on ARDS.
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INTRODUÇÃO

O ácido oléico (AO) é um ácido graxo insaturado que, ao
contrário das gorduras neutras, provoca lesão pulmonar gra-
ve, seja na embolia gordurosa humana, seja em seus mode-
los experimentais. Atua ligando-se ao cálcio constituinte das
pontes intercelulares, removendo esse íon e formando sa-
bões, enfraquecendo as junções celulares, com conseqüente
aumento da permeabilidade capilar(1). Tem também ação
tóxica direta, que provoca necrose parenquimatosa e lesão
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endotelial(1,2). Sua presença na microcirculação desencadeia
fenômenos tromboembólicos, mecânicos ou reflexos, que
causam diminuição da perfusão e hipóxia(3-6).

Uma vez que provoca edema pulmonar de origem não
cardiogênica, o AO é uma causa de síndrome da angústia
respiratória aguda (SARA)(7), cujas causas são classificadas em
direta (quando o mediador inicial é conhecido; por exem-
plo: embolia gordurosa, aspiração de conteúdo gástrico) e
indireta (quando a lesão depende da resposta do hospedei-
ro; por exemplo: septicemia, choque)(8). Embora o mecanis-
mo exato do dano ao endotélio e ao epitélio pulmonares na
SARA – mesmo nas lesões diretas – seja desconhecido, evi-
dências atuais apontam para os neutrófilos como as princi-
pais células responsáveis pelo desenvolvimento dessa sín-
drome, devido à liberação de produtos tóxicos (intermediá-
rios reativos do metabolismo do oxigênio, proteases e me-
tabólitos do ácido araquidônico). Por outro lado, pacientes
com acentuada neutropenia podem apresentar SARA, sendo
provável que outras células, especialmente macrófagos pul-
monares, produzam também substâncias tóxicas. Além dis-
so, algumas moléculas, tais como endotoxinas, fator de ne-
crose tumoral, interleucinas e fator agregador de plaquetas,
podem, através de mecanismos ainda incertos, lesar direta-
mente a membrana das células endoteliais e das epiteliais(8).

Trabalhos mais recentes utilizam a injeção de AO, especial-
mente em animais de porte médio, como modelo experi-
mental de SARA de causa direta(7,9-11). Entretanto, esses estu-
dos têm como principal interesse os fenômenos agudos pro-
vocados pelo AO, havendo apenas um estudo morfológico
sistemático de lesões agudas e crônicas realizado em cães(12).

O objetivo do presente trabalho foi o estudo morfológico
das alterações pulmonares agudas e crônicas induzidas em
ratos pela injeção intravenosa de AO.

MATERIAL E MÉTODOS

DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Ratos machos da linhagem Wistar foram mantidos no
Biotério Central do Campus de Botucatu até atingir peso
de aproximadamente 200g, sendo, a seguir, transferidos para
gaiolas metálicas individuais do Laboratório Experimental
do Departamento de Clínica Médica. Durante uma semana
receberam água ad libitum e ração para ratos fornecida
pelo Biotério Central do Campus.

Após esse período, foram pesados, tendo sido seleciona-
dos 50 animais, formando-se 10 grupos de ratos de pesos
homogêneos, cada grupo constituído por 5 ratos. Destes, 7
grupos destinaram-se a compor os grupos experimentais (E)
de animais tratados com AO; os outros 3 foram grupos-con-
troles (C) constituídos por animais que receberam apenas
salina.

Os animais dos grupos E receberam, por via intravenosa,
0,05ml de AO misturado com 0,5ml de salina; 5 animais

foram sacrificados em cada um dos seguintes tempos (T)
após a injeção: 2, 24 e 48 horas, 5, 10, 30 e 90 dias. Estes
grupos foram assim registrados: T2h, T24h, T48h, T5d,
T10d, T30d e T90d.

Os ratos dos grupos C foram sacrificados nos seguintes
tempos: To, entre o 1º e o 10º dia do experimento, para
controle dos animais E sacrificados entre T2h e T10d; T30d
e T90d, sacrificados, respectivamente, 30 e 90 dias após o
início do experimento, para controle dos ratos E sacrifica-
dos tardiamente.

Os animais foram sacrificados sob anestesia com 4mg/
100g de peso, por via intraperitoneal, de tionembutal, sen-
do feitas toracotomia e retirada dos pulmões para posterior
exame. O lobo inferior esquerdo foi fixado em formol a
10% para exame de microscopia óptica. O lobo médio es-
querdo foi cortado em cubos de 1mm e fixado em glutaral-
deído a 2,5% para exame de microscopia eletrônica.

EXAMES REALIZADOS NO MATERIAL COLHIDO

Microscopia óptica: Fragmentos de pulmão foram fixa-
dos em formol a 10%, incluídos em parafina, cortados na
espessura de 4µ e corados pela hematoxilina-eosina (HE). A
análise das lâminas foi realizada em microscópio óptico, sem
o investigador conhecer os grupos de ratos aos quais per-
tenciam os tecidos examinados. Foram analisadas a presen-
ça e as características (intensidade e distribuição) das se-
guintes alterações: edema, hemorragia e necrose pulmona-
res. Como critério de graduação da intensidade, usou-se uma
escala de 1 a 4: 1 – mínima, 2 – discreta, 3 – moderada, 4
– intensa. Foi também analisada a presença (+) ou não (–)
de polimorfonucleares (PMN) e de fibrina.

Microscopia eletrônica: Fragmentos de pulmão foram
fixados em glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato 0,1M
pH 7,3, por 3 horas, e pós-fixados em tetróxido de ósmio a
1% no tampão por 2 horas. Após a fixação, os fragmentos
foram desidratados em série crescente de álcool e incluídos
em araldite M. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultra-
micrótomo da LKB (III-8800), contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo e examinados em microscópio
eletrônico da Philips (EM 301).

DOCUMENTAÇÃO FOTOGRÁFICA

As fotografias de microscopia óptica foram obtidas em
fotomicroscópio automático Zeiss-Standard RA com filme
Kodak Plus-X-Pan 16 DIN e ampliações de 12x8cm. As de
microscopia eletrônica foram obtidas com filme Grain Re-

lease-Eastman Kodak e posteriormente agrupadas em pla-
cas e refotografadas.

RESULTADOS

MORTALIDADE

Um rato do grupo ET90d morreu espontaneamente no
68º dia de observação, não tendo sido colhido material para
exame.
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Figura 1 – Média da intensidade das alterações pulmonares observadas,

à microscopia óptica, nos animais experimentais sacrificados de 2 a 48

horas (1, mínima; 2, discreta; 3, moderada; 4, intensa)

EXAME HISTOLÓGICO

Microscopia óptica: A intensidade das alterações histoló-
gicas pulmonares provocadas pelo AO de 2 a 48 horas após
a injeção está expressa na figura 1.

Duas horas após a injeção de AO, havia edema alveolar
difuso, predominantemente de intensidade discreta, asso-
ciado a focos hemorrágicos mínimos ou discretos. Observa-
ram-se múltiplos focos de necrose isquêmica recente com-
prometendo grupos de alvéolos mais ou menos extensos e
de localização freqüentemente subpleural (figuras 2 a 6).
Foram encontrados poucos PMN e raramente fibrina.

Em 24 horas, o padrão era similar ao anterior, observan-
do-se, entretanto, tendência à intensificação do edema, ex-
sudação de PMN em quantidade variável e presença de fibri-
na.

Em 48 horas, o edema mostrou tendência à redução e a
hemorragia tinha graus semelhantes aos observados nos ratos
sacrificados em 24 horas. A exsudação neutrofílica era de
mesma intensidade da observada nos ratos sacrificados após
24 horas, mas os PMN apresentavam cariorréxis evidente.

A partir do 5º dia, não foram observadas as alterações
descritas nas primeiras 48 horas. Nos ratos sacrificados nos
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dias 5 e 10, havia pequenas lesões subpleurais, com discre-
ta fibrose, sugestivas de resolução do processo anterior (fi-
gura 7).

Os pulmões dos ratos sacrificados nos dias 30 e 90 eram
idênticos aos do grupo-controle. Nos pulmões dos animais
experimentais e controles, durante todo o período de estu-
do, foi freqüente o encontro de pneumonite intersticial crô-
nica, caracterizada por infiltração de monócitos, espessa-
mento dos septos alveolares, hiperplasia de pneumócitos
descamados para a luz alveolar e hiperplasia linfóide peri-
brônquica de intensidade variável. Além disso, nos ratos

Figura 8 – Eletron-micrografia de pulmão de rato injetado com AO (T2h).

Hemácias (H) e restos celulares na luz alveolar (A). Pneumócitos do tipo

II (PII) hiperplásicos com corpúsculos lamelares (asterisco) vazios de

surfactante. (X 4.700).

experimentais e controles sacrificados em T30d e T90d,
observaram-se, também, áreas enfisematosas de extensão
variável (figura 7). Esses achados foram abstraídos da avalia-
ção dos grupos experimentais.

Microscopia eletrônica: As lesões pulmonares observa-
das ao microscópio eletrônico nos três primeiros tempos de
sacrifício foram semelhantes e serão descritas em conjunto.

Observaram-se edema intra-alveolar e intersticial caracte-
rizados, respectivamente, pelo acúmulo de material amorfo
finamente granulado e pouco eletrondenso à luz alveolar e
pela dissociação das estruturas de sustentação. À luz alveo-
lar, havia inúmeras hemácias, isoladas ou agrupadas, ma-
crófagos com inclusão de gotículas muito densas de lipídios,
exsudato amorfo de fibrina e, freqüentemente, mielina tu-
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Figura 11 – Eletron-micrografia de pulmão de rato injetado com AO

(T48h). Diapedese de neutrófilo (N) que se encontra entre o endotélio

(E) e a membrana basal alveolar (seta). Plaqueta (P) na luz capilar. Ede-

ma alveolar (A) e intersticial, com dissociação das estruturas de susten-

tação (asterisco). (X 20.500).

Figura 12 – Eletron-micrografia de pulmão de rato injetado com AO

(T2h). Focos de descolamento (seta) e ruptura (dupla seta) endoteliais.

Pneumócito do tipo I com áreas de ruptura (seta curva). Hemácia (H) na

luz capilar. (X 54.000).

bular (surfactante) e restos celulares (figura 8). O revesti-
mento epitelial alveolar apresentava áreas de solução de
continuidade, onde pneumócitos do tipo I estavam rompi-
dos. Próximo a essas regiões, os pneumócitos I mostravam
grande número de vesículas e edema citoplasmático intenso.

Os pneumócitos do tipo II eram hiperplásicos, com proje-
ções para a luz alveolar e citoplasma com grande quantida-
de de corpúsculos lamelares, geralmente vazios de surfac-
tante (figura 9). A luz capilar estava, em geral, ocupada por
hemácias, plaquetas e/ou PMN. O endotélio era hipertrófico

com edema citoplasmático e descolado, focalmente, da
membrana basal, formando pequenas projeções para a luz
capilar associadas ao desnudamento focal da membrana basal
(figuras 10 a 12). Em todos os tempos precoces do experi-
mento observaram-se áreas com extensas lesões necróticas
que impossibilitaram a identificação das estruturas pulmo-
nares.

Os pulmões dos ratos experimentais sacrificados a partir
de T5d apresentaram aspecto ultra-estrutural semelhante ao
dos grupos-controles.
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D I SCUSSÃO

A mortalidade observada neste trabalho (2,2%) é signifi-
cativamente menor que a relatada por Wertzberger e Pel-
tier(13) que, inoculando 0,04ml de AO intravenoso em ratos
da linhagem Holtzman, observaram mortalidade de 47%.
Levando-se em conta que a diferença identificável entre es-
ses experimentos consiste na utilização de ratos de linha-
gens diferentes, pode-se supor que haja diferença de tole-
rância ao AO entre linhagens de ratos. Em porcos, doses
baixas de AO também causam pequena mortalidade(9).

Observou-se, como outros autores(1-3,6,10,14-17), que o AO

provoca agudamente edema alveolar difuso e focos hemor-
rágicos intra-alveolares, devidos provavelmente às alterações
do endotélio capilar encontradas na microscopia eletrônica
e à necrose septal observada nas microscopias óptica e ele-
trônica.

Embora com variações individuais, o edema mostrou ten-
dência a ser mais intenso até a 24ª hora, com posterior
declínio. Esses resultados apóiam os de Wetzberger e Pel-
tier(13), que demonstraram que o peso dos pulmões de ratos
sacrificados após 24 horas da injeção de AO é maior que o
dos sacrificados em 48 horas, sugerindo que a lesão é tran-
sitória e, uma vez que o animal sobreviva à fase inicial, o
processo de reparação é prontamente ativado. Em estudo
com AO marcado com radioisótopo foi observado que a le-
são pulmonar tem início 10 minutos após a injeção e que
12 horas depois a radioatividade no pulmão diminui, indi-
cando redução na agressão pulmonar(17).

À microscopia óptica, foram observados, em todos os
momentos e cortes estudados, até a 48ª hora, focos múlti-
plos de necrose isquêmica, mais evidentes a partir da 24ª
hora, quando adquirem expressão morfológica definida.
Derks e Jacobovitz-Derks(12) descreveram necrose septal 6
horas após a injeção de AO em cães, porém, em outros estu-
dos de microscopia óptica, focos necróticos não foram rela-
tados(6,14,18-21). Têm sido referidas alterações degenerativas,
como as observadas por Bogossian et al.(20) e Nery et al.(21),
nas células de bronquíolos e ductos alveolares de cães inje-
tados com AO. Já em estudos de microscopia eletrônica os
relatos de áreas de necrose são mais freqüentes(13,15,20-22).
Beilman(17) descreve as alterações de microscopia eletrônica
em cortes de pulmão após vários tempos de injeção do AO,
não observando necrose focal; porém, deixa evidente a pre-
sença, em todos os casos, de separação da membrana ba-
sal, achado fortemente sugestivo de lesão da célula endote-
lial.

A necrose foi denominada isquêmica devido a seu padrão
morfológico, isto é, as células se apresentavam como massa
opaca acidófila, geralmente com perda dos núcleos, porém
com preservação do formato celular básico, permitindo o
reconhecimento dos limites celulares e da arquitetura do
tecido. Esse padrão de necrose resulta mais comumente de

grave e súbita isquemia, mas pode ocorrer, também, por
desnaturação de proteínas imediatamente após a morte ce-
lular(23).

Defaveri et al.(24), embolizando pulmões de ratos com par-
tículas de bentonita, não observaram necrose nas áreas irri-
gadas pelos vasos obstruídos. Entretanto, a bentonita é par-
tícula inerte; quando a embolização é com o AO, além da
obstrução mecânica, há o efeito tóxico direto sobre o endo-
télio capilar e, também, a participação do sistema nervoso
simpático, da inervação pulmonar e de substâncias vasoati-
vas na intensificação da vasoconstrição e de sua conseqüen-
te hipóxia(4,6,25). Além disso, o AO extravasado para o inters-
tício exerce, também nesse local, sua ação tóxica direta(1).

Não foi pesquisada a gênese da necrose focal encontrada
no presente trabalho, mas levando-se em consideração os
comentários acima, pode-se sugerir que, embora o padrão
morfológico da lesão seja isquêmico, ela seja decorrente de
pelo menos dois fatores: os fenômenos embólicos, mecâni-
cos e reflexos, e a ação tóxica direta do AO.

A presença de fibrina junto aos focos de necrose é indica-
dor da gravidade da lesão endotelial, a qual permite a passa-
gem de moléculas de alto peso molecular, como o fibrinogê-
nio, para a luz alveolar, onde há precipitação de massas de
fibrina(23).

Também próximo às áreas de necrose, observou-se, em
24 horas, exsudação de PMN, células iniciais da resposta
inflamatória, as quais, na 48ª hora, apresentavam cariorré-
xis evidente. A adesão de PMN às células endoteliais foi evi-
denciada por Beilman(17) 1 hora após injeção de AO. A par-
ticipação ativa dos macrófagos nessa reação inflamatória é
sugerida pela presença de inclusões de lipídios, de restos
celulares ou de cristais de hemoglobina nos macrófagos,
como observado na microscopia eletrônica.

Microatelectasias têm sido consideradas como substrato
anatomopatológico do modelo experimental de lesão pul-
monar pelo AO(20,26). Elas seriam devidas ao edema pulmo-
nar e, principalmente, à diminuição do surfactante por le-
são dos pneumócitos do tipo II, seja por ação tóxica direta
do AO ou pelo regime de hipóxia a que eles estão submeti-
dos. Entretanto, Bogossian et al.(20) demonstraram que, quan-
do pulmões de cães embolizados com AO são fixados em
expansão, sob pressão de 30cm de água, as microatelecta-
sias são desfeitas facilmente. No presente trabalho, os pul-
mões foram fixados de maneira clássica e áreas de colaba-
mento alveolar foram encontradas nos animais dos grupos
experimentais e controles. Essas observações mostram que
microatelectasias podem ocorrer inclusive em animais não
submetidos a procedimentos que induzem lesões de nature-
za tóxica. Porém, a microscopia eletrônica revelou pneu-
mócitos II com corpos lamelares praticamente vazios nos
grupos experimentais, comprovando a diminuição do sur-
factante.
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No 5º dia após a injeção de AO, a lesão estava resolvida e,
em alguns animais, encontraram-se pequenos focos de fi-
brose subpleural, sugestivos de resolução do processo ante-
rior. Nos demais tempos do experimento, não foram encon-
tradas lesões pulmonares, indicando que, neste modelo, após
uma fase aguda de 48 horas que, embora grave, permite a
sobrevivência dos animais, o processo é resolvido pratica-
mente sem seqüelas morfológicas.

Em cães, estudos prolongados, de 15 dias(16) a um mês
após a injeção de AO(12), demonstraram, também, que o pro-
cesso agudo se resolve em 48 horas e que, após a primeira
semana, há áreas discretas de fibrose. Lesões fibróticas mais
acentuadas foram observadas após múltiplas injeções de AO,
sendo este um modelo de fibrose intersticial difusa, propos-
to por Derks e Jacobovitz-Derks(12).

Como para este estudo não foram utilizados ratos germ-

free, a pneumonite intersticial crônica observada nos ani-
mais experimentais e controles pode ser devida a infecção
intrabiotério. Entretanto, não foram realizados estudos que
permitam conclusões a esse respeito. Nos animais experi-
mentais estudados de 2 a 48 horas essa pneumonite foi
pouco evidente, provavelmente mascarada pela intensidade
das lesões agudas causadas pelo AO.

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que
a injeção de 0,05ml de AO em ratos da linhagem Wistar
provoca edema alveolar difuso, focos de hemorragia intra-
alveolar e focos de necrose de padrão morfológico isquêmi-
co, observados de 2 a 48 horas após a injeção. À microsco-
pia eletrônica, há evidente comprometimento endotelial, com
focos de ruptura celular e desnudamento da membrana ba-
sal alveolar, além de lesão de pneumócito II e diminuição do
surfactante. Essas alterações, no 5º dia após a injeção, es-
tão resolvidas praticamente sem seqüelas morfológicas. Nos
tempos tardios do estudo (T30d e T90d), os pulmões dos
ratos dos grupos experimentais e controles eram semelhan-
tes, apresentado áreas enfisematosas de extensão variável,
provavelmente decorrentes do envelhecimento dos animais.
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