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Resumo

Said MM. Efeitos da azatioprina e da transeccao brénquica no aparelho
mucociliar: estudo experimental em ratos [tese]. Sado Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2005.

No laboratério de investigacao médica da disciplina de Cirurgia Toracica
do Departamento de Cardio-pneumologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo vem sendo desenvolvida uma linha de
pesquisa experimental sobre transplante pulmonar, visando elucidar os
efeitos que a cirurgia sobre o brébnquio e o uso de drogas
imunossupressoras tém sobre o aparelho mucociliar. O presente estudo
tem por objetivo avaliar os efeitos da azatioprina e da transecgéo
bronquica sobre o aparelho mucociliar em ratos. Utilizamos 36 ratos
machos da raca Wistar, ndo isogénicos, pesando de 200 a 2509, obtidos
no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
Todos os animais foram submetidos a anestesia geral, intubacao
orotraqueal e ventilagdo mecénica. Em seguida foi realizada uma
toracotomia esquerda com transeccdo e reanastomose do brénquio
principal esquerdo. Por fim sintese do térax e drenagem fechada, que era
retirada quando o animal acordava. Os animais foram divididos em dois
grupos: com administracdo de azatioprina e com administragdo de
solugdo de salina. Eles foram sacrificados aos 7, 15 e 30 dias para
retirada dos pulmdes e arvore brénquica. O muco foi coletado do
bronquio direito e esquerdo. Foi realizada a medida da velocidade do
transporte mucociliar a direita e esquerda dos dois grupos e posterior
analise das propriedades dos mucos através da medida da velocidade de
transporte relativa no palato de ra e da medida do angulo de contato. As
medidas das variaveis dos brénquios direito e esquerdo com e sem
azatioprina nos trés tempos de avaliacao foram submetidas ao teste de
Andlise de Variancia de Duplo Fator. Nos resultados a velocidade do

transporte a esquerda foi significativamente reduzida pela transeccéao



brénquica quando comparada entre os grupos: mostrando-se pior aos 30
dias. A velocidade relativa e o dngulo de contato dos mucos coletados a
esquerda mostraram com significado estatistico uma piora nas
propriedades do muco pela transecc¢ao, pricipalmente aos 30 dias. Com a
azatioprina e a transeccao observamos piora na velocidade do transporte
mucociliar significativa ao longo do tempo, maior aos sete dias e com
uma progressiva melhora até os 30 dias. O estudo mostrou que a
azatioprina nao acarretou piora quando associada a transeccado. Na
presenca de azatioprina houve melhora das propriedades do muco, tendo
a velocidade do transporte relativo e o angulo de contato melhora
significativa ao longo do tempo. A azatioprina previne uma piora da
qualidade do muco. Concluimos que a transeccao brOnquica piora o
transporte mucociliar; a azatioprina preserva as propriedades do muco; a
azatioprina piora o transporte até os sete dias; a azatioprina nao interage
com a transeccao para a redugao da velocidade do transporte mucociliar
€ para a piora do muco.



Summary

Said MM. Effects of azathioprine on the mucociliary system in a model of
bronchial transection and reanastomosis in rats [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo”; 2005.

At the Experimental Thoracic Surgery Laboratory, Department of Cardio-
Pneumology , Department of Pathology, Experimental Air Pollution
Laboratory, in the Medical School, S&o Paulo University, research in lung
transplantation, administration of imunossupression drugs and their
effects on the mucociliary system are carried out. We develop models of
bronchial transeccion and reanastomosis, unilateral lung transplantation,
mucociliary transport velocity and mucus transportability in rats, which
allow us to observe the resulting alterations. The mechanisms involved in
the impairment of the mucociliary function after lung transplantation and
immunosuppression therapy are not yet completely understood. The
purpose of the present study was to evaluate the effects of azathioprine
on the mucociliary system in a model of bronchial transeccion and
reanastomosis in rats. We used 36 rats, submitted to general anesthesia,
tracheal tube, mechanical ventilation and left thoracotomy, followed by a
left main stem bronchus transeccion and reanastomosis. The animals
were separated into 2 groups that received or not azathioprine (AZA), and
being sacrificed at 7, 15 and 30 days after the surgical procedure. In situ
bronchial mucociliary transport (MCT) was determined distal to the
anastomosis of the left main stem transected bronchus (LTB) and in the
right intact bronchus (RIB). We also studied the surface properties of
mucus by using in vitro mucus transportability with a frog palate
preparation and mucus contact angle (mucus adhesively) collecting
mucus from LTB and RIB. The measures obtained were submitted to
statistical analysis. The results showed that the MCT velocity (mm/min)
was significantly lower (p<0.01) in the LTB without the AZA administration



compared with the RIB with or without AZA. At the LTB with AZA
administration there was significant difference (p<0.05) at 7 days
compared with the RIB with and without AZA and no significant difference
at 15 and 30 days (p>0.05). Mucus in vitro transportability and
adhesiveness showed the worst result at the LTB without AZA (p<0.05). In
the group that received AZA on 30 days of LTB there was no significantly
difference in mucus properties (p>0.05) compared with the RIB groups
(with and without AZA). We concluded that AZA led to a temporary
marked impairment of MCT, while this occurrence was maintained up to
30 days in the transected bronchus. In addition, AZA contributes to

preventing alterations in the mucus surface properties.
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1. INTRODUCAO

1.1.0 Aparelho Mucociliar

O aparelho mucociliar do trato respiratério atua como
mecanismo de defesa primario contra agentes inalados em
condicbes fisioldgicas normais.

Outras importantes fungcdes por ele desempenhadas sao:
regulacdo da umidade do ar inspirado, participacdo no ajuste da
temperatura corpérea e da relagcdao entre ventilacdo e perfusao
nos pulmaoes.

Todas estas funcdes sao obtidas através do delicado
equilibrio em que atuam os elementos do sistema respiratério e
suas acbdes mecéanica, bioquimica, inflamatéria e imunolégica.
Uma alteracdo de qualquer um desses elementos pode acarretar
prejuizo para o préprio 6rgao e para o individuo.

As unidades respiratérias, sua ventilacdo e perfusao,
precisam ser mantidas sem variagdbes consideraveis, o que
requer regulacado ativa dos calibres dos elementos da arvore
respiratéria e dos vasos por células musculares lisas, integradas
a elementos capazes de distribuir estas informagdes, por via
neural ou humoral, ao restante dos pulmbes, para o

funcionamento integrado de todo o sistema com o objetivo da



manutencao da funcao primordial dos pulmdes: trocas gasosas
entre o ar atmosférico e o sangue®’.

A manutencdo da estabilidade de todo o sistema de
regulacdo depende diretamente do bom funcionamento dos
mecanismos de protecdo que revestem as superficies do espaco
aéreo. Sendo os pulmdes 6rgaos que tém contato direto com o
meio atmosférico e suas substancias particuladas e
microorganismos em suspensao, barreiras com permeabilidade e
atividade adequadas devem atuar para manterem estes espacos
limpos.

A remocao de particulas depositadas nas vias aéreas,
denominada transporte mucociliar, consiste no acoplamento de
um componente viscoeldstico a outro mecéanico, o muco
respiratério e o epitélio ciliado respectivamente. Esta atividade
associada resulta na capacidade de promover um fluxo de fluido
em direcdo a orofaringe. Este fluxo sistematico e organizado de
um meio com propriedades reoldégicas muito particulares tem
como conseqlUéncia a depuracao de substancias e particulas
depositadas ao longo do trato respiratério, e constitui-se no mais
importante mecanismo de defesa dos pulmdes frente a
microorganismos ou outros agentes agressores inalados*®*°.

O entendimento da fisiologia deste transporte e de suas
aplicagdes clinicas requer a revisdo dos conceitos da morfologia

do epitélio respiratorio, da regulacao do fluido ao longo das vias



aéreas, da composicao bioquimica e reoldégica dos produtos de
secrecao brénquica e da mecanica da interacdao entre o cilio e o
muco®®°8.

As vias aéreas sao divididas em vias de conducao e de
trocas gasosas. As vias de conducao iniciam-se na traquéia e
vao até os bronquiolos terminais, aumentando sua dicotomizacéao
a medida que se aproximam das vias de trocas gasosas,
ramificando-se e tornando-se mais estreitas e numerosas com 23
niveis de geracdes desde a traquéia até os alvéolos pulmonares.
Essas subdivisdes permitem aumentar a superficie total de troca
gasosa fazendo também com que o fluxo aéreo se torne mais
lento, passando de turbulento para laminar, facilitando o
processo de troca que se inicia nos bronquiolos
respiratorios’*2°.

Esta anatomia das vias de conducao facilita a deposicao
das particulas inaladas através de trés mecanismos: do choque
destas com a parede, principalmente nas regides de bifurcacao;
da sedimentacdo de particulas com tamanho entre 0,5 e 5,0 um
(incluindo a maioria dos patégenos) principalmente nos locais
onde o fluxo é mais lento (laminar); e do “bombardeio” das
particulas com superficies menores que 0,5 um pelas moléculas

de gas das vias aéreas menores onde o fluxo esta reduzido ao

maximo. Estes 1trés mecanismos descritos denominam-se:



impactagcdo inercial, sedimentagdo gravitacional e movimentos
“brownianos™ " 142,

Se o particulado retido por estes mecanismos nao fosse
removido pelo aparelho mucociliar, em algum tempo obstruiria as
vias aéreas®®°”"*.

De um modo esquematico, os bronquios que compdem as
vias aéreas possuem na sua parede trés por¢gdes: a mucosa, a
submucosa e a camada muscular’. A mucosa é composta de
epitélio pseudoestratificado ciliado sustentado por uma
membrana basal. Abaixo se encontra a laAmina préopria da mucosa
composta por colageno e fibras elasticas, por onde passam os
vasos sanguineos, canais linfaticos e nervos eferentes (motores)
e aferentes (sensoriais). Sem uma divisao nitida segue mais
profundamente a submucosa com fibras elasticas que lhe dao
uma construgdo frouxa. Nela se localizam as glandulas
secretoras (mucosas, serosas) que através de seus dutos vao
eliminar suas secrecdes na superficie epitelial. A camada
muscular, a mais profunda, oferece sustentagcdo e protege as
demais e sua capacidade contréatil permite mobilidade para a via
aérea.

No epitélio se encontram varios tipos celulares'®. Sua
distribuicdo ¢é diferente nos varios niveis das subdivisdes

bronquicas e de acordo com a atividade protetora necessaria. De

um modo geral as células presentes sao: basais e ciliadas, com



funcdo mecéanica de formacgédo do fluxo ciliar; mucosas, com
funcdo de produgcdo muco; neuroendécrinas, com fungcao do
transporte e estimulo humoral; indiferenciadas, com funcao de
reposicao epitelial. O tipo e a velocidade de sua diferenciacao se
dardo com o estimulo humoral, decorrente da necessidade de
reposicao epitelial. E por fim, temos as células do sistema
imunolégico como linfécitos, mastocitos, polimorfonucleares e
macrofagos, que podem estar em maior ou menor nimero pela
sua capacidade de migrar para a superficie epitelial, de acordo
com o estimulo patoldgico da via aérea®”.

Como o presente trabalho aborda as alteracées no
aparelho mucociliar, iremos descrever os principais mecanismos
das células secretoras e ciliadas para a manutencao da
eficiéncia do transporte mucociliar.

A caracteristica especial do epitélio respiratério de ser
recoberto por células ciliadas, desde os segmentos iniciais até
as ultimas geracdes de bronquiolos, com composicées variaveis
ao longo de sua extensdo, demonstra sua funcdo essencial na
manutencdo da vitalidade dos pulmdes. Junto com as células
epiteliais ciliadas ocupam papel importante as células secretoras
do muco respiratorio, que estao distribuidas nas glandulas da
mucosa € da submucosa. Sua quantidade e distribuicao

decrescem em diregdo as vias distais ou alveolares’®8%#°.



Nas porcdes proximais, vias aéreas cartilaginosas, as
células secretoras compreendem células mucosas, serosas e
células de Clara. As células mucosas, também chamadas de
células caliciformes, possuem corpo colunar, tém o citoplasma
repleto de granulos mucosos e ribossomos, principalmente em
sua porcao apical. Possuem reticulo endoplasmatico granular e
complexo de Golgi bem desenvolvidos. Elas produzem grande
quantidade de glicoproteinas sulfatadas, que conferem o carater
viscoso de sua secrecdao. O muco por elas produzido compde-se

de glicoproteinas acidas e neutras®"°"'%

Em situacdes de
irritacdo crbénica por poluentes, as células mucosas podem
aparecer nos bronquiolos e nas vias aéreas terminais. Isto pode
ocorrer por transformacédo das células serosas e de Clara em
mucosas, como resposta ao irritante.

As células serosas tém secrecdo menos viscosa que a das
células mucosas, e sao responsaveis pela producao do fluido
periciliar (fase sol) que fica abaixo da camada de muco
secretando enzimas importantes para a acao antimicrobiana,
como a lisozima. Elas sdo encontradas em varias por¢cdes do
epitélio traqueobrénquico, sendo difusamente distribuidas,
inclusive em bronquiolos®”.

As células de Clara sao mais encontradas nos

bronquiolos, sendo células secretoras principalmente de

lipoproteinas que vdo compor o surfactante alveolar®. Também



contribuem para formacao do fluido periciliar nas porgcées mais
distais. Possuem capacidade de metabolizacdo oxidativa de
substancias irritantes participando assim do sistema de protecéao
contra particulas.

O muco produzido pelas células secretoras tem a funcéo
de servir de veiculo para a absorcdo e o transporte das
substancias e lise de microorganismos. Seu principal
componente € a mucina, um polimero hidrofilico e viscoelastico
de alto peso molecular que tem a capacidade de interagir com
microorganismosm.

Além da mucina, o muco contém 95% de agua, eletrdlitos:
K*, Mg®*, Ca®* e Na' , carboidratos, aminoacidos, proteinas,
lipideos, substancias antioxidantes, tampdes, imunoglobulinas
(lgA secretora, IgG, IgM) e enzimas como a lisozima e
lactoferrina, essa ultima com fung¢ao de capturar ions ferro, que
€ o principal substrato para o desenvolvimento bacteriano®.

Esta mistura heterogénea de diferentes secrecbées no
muco respiratério vai dar um aspecto final de um polimero-gel,
formando um fluido bifasico sobre toda a superficie epitelial que
se divide em fluido periciliar (fase sol) proximo a superficie ciliar,
e a camada de muco (fase gel), sobre o anterior, mais préoximo a
luz da arvore respiratoria’*°.

A fase sol é continua e recobre toda a superficie mucosa

desde a traquéia até os bronquiolos. A fase gel é fragmentada



em diversos pontos pela acdao do batimento ciliar. Para o
funcionamento adequado de depuragao das particulas os fluidos
tém que manter o perfeito equilibrio entre suas composicdes e
niveis. Se o fluido periciliar aumenta sua espessura, o topo do
cilio nado atinge a camada de muco, ocasionando o
desacoplamento do muco e do cilio com prejuizo no transporte
mucociliar. De outro modo, se o nivel de fluido periciliar diminui
sua espessura, 0 muco aproxima-se da superficie ciliar e se
adere a esta, ocasionando um blogqueio mecanico que impede

sua propulsdo'**.

GEL bl
FLUDO '_\3\ it
PERICILIAR _ =\

CC!

j MEMBRANA BASAL

Figura 1: Esquematizacio do epitélio da via aérea: (CC) célula ciliada,

(CS) célula secretora, (CB) célula basal.



Cerca de 10 a 100 mililitros de liquido € transportado
através da traquéia a cada dia em direcao a orofaringe sendo
comumente deglutido junto a saliva. A secrecdo do fluido
periciliar tem também a funcdo de hidratar a fase gel, podendo
aumentar consideravelmente seu volume de acordo com o0sS
estimulos irritativos, como as infeccdes®’.

O fluido periciliar € controlado pelas células epiteliais
através do transporte ativo de ions seguidos passivamente pela
agua, sendo ele hipoosmolar, com maior conteudo de potassio e
levemente acido. Sua homeostase se da através da acao de dois
sistemas de transportes de ions presentes na célula epitelial,

que sao ATP-dependentes: um para a secrecao do cloro e outro

para absorcdo do s6dio®®. Em condicoes normais, o fluxo
predominante € o da absorcdo do s6dio, o que explica a menor
concentragdo desse ion no fluido periciliar'?.

O muco da fase gel se encontra na porcao final das
glandulas mucosas, condensado em granulos no Complexo de
Golgi dessas células. Em contato com a membrana celular,
elimina grande quantidade dos ions Calcio e Sédio, o que
permite rdpida hidratacdo do muco (descondensacao) e sua
expansao com aumento em centenas de vezes do seu volume em
cerca de 3 segundos. Suas propriedades reoldgicas (viscosidade
e elasticidade) sdo mantidas pela densidade do entrecruzamento

8

de seus polimeros'®. Quando ha maior hidratagdo do muco,
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esse entrecruzamento se afrouxa e consequentemente a sua

densidade diminui o que o torna mais soluvel ou pastoso,

aumentando sua capacidade de ser transportado®>:%87°,

o

Sistema mucociliar

Microscopia eletronica superficie ciliar respiratéria
FPC - fluido periciliar
Movimento ciliar penetrando no muco respiratorio
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As células ciliadas constituem-se no “motor” do sistema
de transporte mucociliar. Estas células possuem forma colunar,
reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido, sistema de Golgi
bastante evidente e numerosas mitocondrias dispostas em maior
namero na porcado do citoplasma préxima a face luminal da

célula®+ 193,

Esta disposicao preferencial das mitocbndrias é a
expressdao morfolégica da capacidade dessas células de
metabolizarem o oxigénio presente no ar que circula pelas vias
aéreas e explica também por que situacbées de hipoxia perturbam
o funcionamento adequado dos cilios®®.

Sobre a membrana celular da sua face luminal ficam
dispostos cerca de 200 cilios, com 6 um de comprimento e 0,25
um de largura, cada. Para seu funcionamento perfeito é
necessario que as células, dispostas lado a lado, formem uma
unidade coesa que proporcione ao epitélio estabilidade
mecéanica. Isso é possivel devido as complexas jungbes e
interdigitacbes que ligam as células ciliadas as células
adjacentes firmemente. Entre as células ciliadas, lateralmente e
superiormente, existem as “tight junctions”, que bloqueiam o
espaco intercelular auxiliando a funcdo do transporte ibnico; as
juncdes intermediarias, no apice, que propiciam forca mecéanica
a célula; e os desmossomos, que as conectam inferiormente as

células basais'®°.
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A frequéncia do movimento ciliar, o numero de cilios por
células, o comprimento dos cilios e o préprio niumero de células
ciliadas diminuem a medida que se aproximam das vias aéreas
mais periféricas. Isso é necessario porque a organizacao
dicotbmica das vias aéreas, multiplicando progressivamente a
area epitelial, exige que o transporte de muco seja mais veloz
nas vias proximais para que nao ocorram acumulos. Assim
sendo, como temos uma velocidade de transporte ciliar tanto
maior quanto mais proximal for a via aérea analisada, os
produtos de secrecdo das vias aéreas mais distais podem escoar
livremente pelas vias aéreas proximais por encontrarem nestas
uma velocidade de transporte significativamente maior'®”'2°,

Os cilios sao umas extensdes da superficie livre da
célula. Eles possuem nove pares periféricos de fibrilas tubulares,
interligados por pontes protéicas que se dispdem ao redor de um
par central. Esse tipo de arranjo forma um axonema central com
estrutura tipo 9-2, sendo importante para o controle de seus
movimentos'*®. Esse axonema esta ligado a um corpusculo basal
constituido por centriolos com componente ortogonal. Todo o
conjunto cilio-corplusculo basal é denominado complexo ciliar e,
a partir de uma saida da célula, € envolvido pela membrana
celular de uma forma continua''’. Entre as pontes protéicas esta
presente uma proteina globular denominada dineina'®. A dineina

mantem estaveis as ligacdes protéicas e, portanto os cilios sem



13

movimentos. Quando ocorre hidrélise do ATP pela dineina
ATPase, a energia fornecida provoca a ruptura das ligacbes das
pontes protéicas com a dineina e o deslizamento dos cilios na
diregcao sequencial da hidrélise desta, fazendo com que a
estrutura ciliar se mova no mesmo sentido''’"'%°,

Esta seqliéncia de movimento ciliar vai determinar o ciclo
do batimento ciliar e a eficiéncia do transporte mucociliar. A
propulsdo do fluido brénquico pelos cilios é resultante do
batimento ciliar assimétrico®®.

O ciclo completo do batimento ciliar pode ser composto de
duas fases: uma fase de batimento efetivo, na qual os cilios
alcangam a sua extensdo maxima, penetram a sua extremidade
na epifase gel e executam um movimento em arco em um plano
perpendicular a superficie da célula ciliada; e uma fase de
batimento de recuperacédo, na qual o cilio se dobra em direcao a
superficie celular, ficando paralelo a esta, retornando a posicao
inicial do ciclo através da fase de menor impedancia, a hipofase
sol, a uma velocidade duas vezes menor do que a de batimento
efetivo.

Sendo assim, a epifase gel, por estar mais distante da
parede brénquica e por receber uma forca maior por parte do
cilio, & propelido predominantemente em uma direcdo'?*. Por
outro lado, a hipo6fise sol estd sob influéncia mais importante do

batimento de recuperacdo e das forcas inerciais da parede
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bréonquica, ocorrendo predominantemente um fluxo oscilatério
nesta regido''®.

Todos os fatores relacionados a transmissdo de energia
cinética do cilio para o muco sao influenciados pela propriedade
reolégica do muco. Esta determina a relacdo entre viscosidade e
elasticidade da secrecao brbnquica, e representa um papel
fundamental na determinacdo da eficiéncia do transporte
ciliar™".

Fica claro com essa revisdo que qualquer mudanca no
volume e distribuicio do muco e de suas fases acarretara em
uma reducdo na velocidade do transporte mucociliar'®'. Essas
mudancas sdo observadas em uma série de doencas pulmonares
como bronquite crbénica, fibrose cistica e bronquiectasias.

Nos processos infecciosos (pneumonias) as mudancas
sdo mais agudas, assim como ap6s grandes cirurgias de seccéao
bronquica com anastomose (broncoplastias) para resseccéao
pulmonar e nos transplantes de pulmao. Nesses casos, 0S
mecanismos envolvidos no prejuizo do transporte mucociliar nao
estdao bem esclarecidos.

Especificamente no transplante de pulméao, a piora do
transporte mucociliar nado esta bem dimensionada e as
justificativas talvez estejam relacionadas a uma variedade de
fatores tais como o trauma cirurgico da transeccao brénquica, a

anastomose brénquica, a desnervacao brénquica, a
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desvascularizacdao bronquica e a utilizacdo de drogas
imunossupressoras®? 128,

Um melhor entendimento das alteracées que ocorrem
pode levar a atitudes terapéuticas que diminuam a prevaléncia
de complicacées e infecgcbes pulmonares em pacientes
receptores de transplantes de pulmao e coracao-pulméao. Dentro
dessa proposta, este estudo foi desenhado para avaliar o
aparelho mucociliar utilizando-se dois fatores presentes na
pratica clinica dos transplantes pulmonares e possivelmente
envolvidos no prejuizo do transporte mucociliar: a seccéao
bréonquica e uso de droga imunossupressora.

Desse modo, para este trabalho, o uso de animais de

experimentacdo é adequado e justificavel'®°.

1.2. Aspectos especificos da literatura sobre

transplante pulmonar e imunossupressao.

O esclarecimento das bases da rejeicdo nos enxertos de
orgaos pelo inglés Peter Medewar, no inicio da década de 1940,
levou ao aumento das pesquisas para o transplante de 6rgaos.

Em 1947, o fisiologista russo Demikhov realizou com
sucesso enxertos de lobos pulmonares em caes. Em 1950,
Metras®®, na Franca, publicou o primeiro trabalho sobre a técnica

de transplante pulmonar em cées e estabeleceu o principio
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técnico da anastomose da veia pulmonar realizada com o atrio
esquerdo, o que é adotado até hoje.

No ano de 1954, nos Estados Unidos, Webb and Hardy*®,
utilizando modelos experimentais de transplante pulmonar em
caes, documentaram que a deterioracdo funcional do enxerto
levava a morte do animal receptor em aproximadamente sete
dias. Esse resultado foi atribuido a rejeicdo. Em seguida, Hardy
observou que a sobrevida dos animais submetidos ao transplante
pulmonar wunilateral praticamente dobrava com o uso de
metotrexate, e relatou ainda que o uso de azatioprina aumentava
a sobrevida em até 30 dias.

Apo6s extensa investigacdo e experimentacao laboratorial,
Hardy, em 1963, na Universidade do Mississipi, realizou o
primeiro transplante de pulmado em humanos*®. O paciente
receptor sobreviveu por 18 dias e sua morte foi atribuida a
insuficiéncia renal e desnutricao.

Aproximadamente 40 transplantes de pulmao foram
realizados em diferentes centros médicos nos 15 anos
subseqlientes. Nenhum deles obteve sucesso péds-operatdrio
com sobrevida aceitavel. O melhor resultado desse periodo, no
qual um jovem paciente obteve alta hospitalar ap6s oito meses
de internacao, foi relatado por Derom?’ em 1971. No entanto, ele
sobreviveu por um curto periodo ap6s sair do hospital e sua

morte foi atribuida a infec¢cdo e complicacbées brénquicas.
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Até 1980, as tentativas de transplante pulmonar na
maioria dos centros pesquisadores sucumbiam devido a sérias
complicagdes cirurgicas e infecciosas.

Nesse periodo, a imunossupressao utilizada consistia em
altas doses de prednisona e azatioprina''®*'®*’. Os pesquisadores
admitiam que o uso de corticosterbides em altas doses
certamente prejudicava a cicatrizacdo, mas postulavam quais
seriam os outros fatores preponderantes, tais como: isquemia,
seccao da artéria brbénquica, rejeicdo e os efeitos da
imunossupressdo'®'’, e suas combinacées que afetariam a
funcdo do pulmé&o enxertado.

As principais causas de insucesso observadas eram as
rejeicdes, as infeccdes, principalmente pneumonia® e a isquemia
do brénquio do pulméao implantado.

Mesmo com o desenvolvimento da técnica da preservacao
do pulmao doado, das técnicas de anastomose br(“)nquica6 com o
uso de enxertos com epiplon®® e de reanastomoses do
suprimento das artérias brénquicas, foi somente a partir de 1981,
com a introducdo da ciclosporina como novo agente
imunossupressor potente, que se deu um maior desenvolvimento
nesse método terapéutico®, tornando-o amplamente indicado no
tratamento de pacientes com doencas pulmonares em estagio

avangado, dito terminais, sendo algumas vezes a sua Unica

opcgao.
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Entretanto, apesar de toda a experiéncia acumulada por
varios centros mundiais nos Gltimos 15 anos®’, da melhora nos
métodos de preservacdo do pulmado do doador, do melhor
controle das infec¢c6es com uso de antibi6ticos de maior espectro
de acao e do surgimento de outras drogas imunossupressoras, a
mortalidade e a morbidade decorrentes das complicacdes
bréonquicas, infecciosas e relacionadas a rejeicdo do enxerto
continuam altas®?%2",

A principal causa de morte no primeiro més pds

transplante de pulméo é a infecciosa®?®

, 0 que coincide com o
mesmo periodo de maior disfungdo do aparelho mucociliar®®.
Esse fato nos leva a inferir que as alteracbes agudas provocadas
pelo procedimento impedem o funcionamento adequado do
Aparelho Mucociliar que, por sua incapacidade de proteger e
depurar a via aérea, aumenta a possibilidade do
desenvolvimento de infeccoes®’.

Desde o inicio dos transplantes até hoje, a busca de um
protocolo de imunossupressdo ideal é continua. E consenso que
a imunossupressdo precisa conter drogas e regimes de
administracdo que possam promover:

- toleréncia especifica contra os antigenos do doador por tempo

prolongado, reduzindo a rejeicao tardia;

- 0 minimo de efeitos adversos;
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- aperfeicoamento precoce da fungdo do enxerto evitando assim
a rejeicado aguda;

- baixo indice de inducao a hipersensibilidade;

- tempo minimo de hospitalizacao;

- um bom equilibrio, impedindo o risco de “alta imunossupressao”
(aparecimento de tumores e infeccdes) ou de “baixa
imunossupressao” (aparecimento de rejeicado e perda do
enxerto).

Com esses objetivos, estabeleceu-se por quase dez anos
0 uso de terapia de imunossupressao tri modal consistindo na
administracdo de azatioprina pré-operatoria, ciclosporina per -
operatéria e esterbéides duas semanas apds a implantacdao do
enxerto''°.

Apesar do uso rotineiro dessas drogas, difundido por
todos os centros transplantadores, seus mecanismos de acéao
sobre o aparelho mucociliar pulmonar nunca foram bem
esclarecidos'*® 19

Com o advento de novas drogas na terapia
imunossupressora, desenvolvimento técnico e dos cuidados de
pds-operatdorio, o numero de transplantes de pulmao realizados
na ultima década vem aumentando. Porém, n&o houve
proporcional reducdo das taxas de morbidade e mortalidade, ao
contrario do que ocorreu com os transplantes de rins, figado e

coracgao'*% 92,
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A utilizacao de drogas imunossupressoras é o fator

sistémico comum em todos os transplantados de pulmao. As
acdes dessas drogas sobre o retardo na cicatrizacdo brénquica
vém sendo estudadas, porém pouco se sabe quanto as suas
acdes sobre o aparelho mucociliar e suas interacdes
|OC3.iS45’51’148.
Desse modo, se pode especular que o0s agentes
imunossupressores, fundamentais para modular o equilibrio da
resposta inflamatéria e imunoldégica, podem influenciar os
mecanismos do transporte mucociliar, ou ainda somar-se a acao
do trauma da seccdo e anastomose brdnquica, levando a um
maior risco de infeccdo nesses pacientes.

Conforme ja descrito na pratica clinica, os agentes
imunossupressores mais empregados e com maior tempo de
utilizacdo sdao a Ciclosporina A, a Azatioprina e o0s
Corticosterdides. Para o desenho deste estudo optamos pela
utilizacado da azatioprina.

A Azatioprina, sintetizada no inicio dos anos 50, é
utilizada extensivamente ha mais de 30 anos nos transplantes de
6rgdos macigos. Entretanto, o mecanismo de sua citotoxicidade
ndo esta completamente definido'*®.

A Azatioprina é uma pré-droga inativa que faz parte do
grupo das Tiopurinas. Sua metabolizacdo formara a 6-

mercaptopurina e a 6-tioguanina, que sdao os compostos ativos
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com capacidade de incorporacdo no RNA e DNA celular,
diminuindo progressivamente a producdo de ATP até que os
niveis atingidos levem a disfuncao celular e citélise'2.

Essas modificagcdes na formacdo do ATP celular com a
conseqUente diminuicdo da atividade celular caracteriza o
mecanismo de acao de imunossupressao dessa droga.

Existem poucos estudos na literatura a respeito da acao
da azatioprina sobre o aparelho mucociliar, isoladamente ou
associada a desnervacdo e desvascularizacdo do brénquio
presentes nos transplantes de pulméao.

O progresso no entendimento dessas alteracdes, sua
intensidade e através de quais mecanismos elas ocorrem, podera
melhorar as acdes terapéuticas que prevenirdo as complicacdes
infecciosas nos pacientes transplantados de pulméao.

Nesse contexto, o desenvolvimento deste estudo
experimental avaliou o transporte mucociliar quando submetido a
acao de fatores presentes ap6s o transplante de pulméao,
localmente sobre a estrutura brénquica e sistemicamente através

da acdo de droga imunossupressora (Azatioprina).
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2. OBJETIVO

Avaliar a acao da Azatioprina e da Transecc¢ado brénquica
sobre o muco e o transporte mucociliar em ratos, isolada e

associadamente.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Desenho Experimental

Utilizamos trinta e seis (36) ratos machos da raca Wistar,
nao isogénicos, pesando de 200 a 250 g no dia de entrada no
estudo. Foram obtidos do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, tendo recebido dieta balanceada e
agua a vontade durante todas as etapas do experimento.

Os animais foram divididos em dois grupos e seis
subgrupos baseados na administracao da droga e no tempo de
sacrificio apés a realizacao da cirurgia de transeccao brénquica:
Grupo 1 - animais submetidos a transeccdao bronquica e
administracdo de solucao salina; estudados ap6s 7, 15 e 30 dias;
Grupo 2 - animais submetidos a transeccdao bronquica e

administracdo da azatioprina; estudados ap6s 7, 15 e 30 dias.

3.2. Transeccao bronquica — técnica

O aprendizado da técnica foi obtido através de
treinamento no laboratério com o modelo em questao, tendo sido
desenvolvido a partir dos estudos de transplantes de pulm&o em

90,102

ratos , modificado e estabelecido em trabalho realizado no

laboratério de Cirurgia Toracica''®. A proposta de utilizagdo de
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ratos se deu pela uniformidade da raca, economia e facilidade de
procriacdo em biotério. Para que nao ocorressem diferencas na
elaboracdo da anastomose que pudessem interferir nos
resultados, todos os animais foram operados pelo mesmo
pesquisador apds treinamento®’.

O procedimento iniciou-se com os animais anestesiados
em camara com gas anestésico (isoflurano); em seguida,
procedeu-se a entubacdo orotraqueal com auxilio de
laringoscoOpio pediatrico adaptado para pequenos animais e
catéter de polietileno de 7,0 cm de comprimento por 1,6 cm de
diametro externo.

A ventilagcdo mecanica foi realizada através de ventilador
de roedores (modelo 683; Harvard Apparatus) e a manutencéao
da anestesia por via inalatéria com gas anestésico isoflurano
nebulizado com oxigénio puro (100%) através de nebulizador de
gases Enflovapor modelo 1223 K.Takaoka com um fluxo de 0,5
litros/minuto, mantidos com um volume corrente de 10 ml/Kg
(volume médio na pratica de 2,5 ml) e freqUéncia respiratoria de

60 ciclos por minuto.
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Sistema para anestesia e ventilagcdo mecdnica

nebulizador de gases
ventilador de pequenos animais
lupa

. cilindro de oxigénio

-BS&ND—ﬁ

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito
sobre uma manta térmica. Procedemos a tricotomia do hemitérax
esquerdo, e a toracotomia lateral com abertura no 5° ou 6°

espaco intercostal.



26

Com o0 uso de um microscépio estereoscédpico (Zeiss,
modelo Stemi DRC, Germany) e aumentos de oito e 16 vezes e
com auxilio de um foco de luz fria foi realizada a divulséao
cuidadosa do ligamento pulmonar inferior, dissec¢do do hilo com
isolamento do brénquio principal esquerdo em toda a sua
extensao e clampeamento deste com fio de algodao pré-cortado

2-0 préximo a carina principal.

O brénquio principal esquerdo foi seccionado na sua
porcdo média em todo o seu diametro. Em seguida procedeu-se
a reanastomose das porcdes distal e proximal utilizando-se fio
polipropileno 8-0, através de sutura continua interrompida na
transicdo da por¢cdo membranosa para a porcao cartilaginosa. Ao
final, o fio do clampeamento brénquico foi retirado havendo o
restabelecimento da ventilacdo do pulmdo esquerdo. A
integridade da anastomose foi averiguada através de manobra
de hiperinsuflacdo do pulméao esquerdo, submerso em soro

fisiologico.
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Foi realizada a instalacdo de cateter de Levine n° 14 trés
espacgos inferiormente a toracotomia para drenagem toracica. O
fechamento foi feito em trés planos - aproximacao das costelas
com nylon 2-0 sutura simples separada, sutura continua do
musculo e da pele com nylon 2-0. Seguindo-se a hiperexpansao
pulmonar e a retirada do ar e de secrecdes através do dreno
toracico. Os animais foram mantidos sob ventilagdo com oxigénio

até sua completa recuperacéo.
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3.3. Diluicao e Administracao da Azatioprina

Foi utilizada a Azatioprina (Imuran®) em comprimidos, na
dose de 3,0 mg/kg, a mesma dose de administragdo na pratica
clinica. Os comprimidos de 50 mg foram diluidos em 50 ml de
solucdao salina a 0,9% homogeneizada em centrifugador,
obtendo-se entdo 1,0 mg de Azatioprina por ml dessa solucao.

Todos os animais foram pesados diariamente e sedados
em camara com gas anestésico (isoflurano) por 2 minutos. Em
seguida, os animais foram colocados em posicdo para entubacao
e foi introduzida sonda de Levine n? 4 por via orogéastrica sob
visualizacdo direta através da qual se administrou a droga com
seringa de graduacao milesimal. Este procedimento foi realizado
diariamente até o sacrificio.

Nos animais do grupo SEM Azatioprina administrou-se
solucdo salina a 0,9% no mesmo volume da solugcdo da
Azatioprina para o peso do animal; e nos animais COM
Azatioprina administrou-se o volume da solucdo correspondente
ao peso do dia (na pratica do experimento administrou-se de 0,6

a 0,9 ml/dia).



29

3.4. Coleta do Muco

Apo6s o periodo de estudo, os animais foram anestesiados
através da mesma técnica e sacrificados por exsanguinacao
através da seccao da aorta abdominal.

O térax foi aberto pelo esterno e os pulmdes retirados em
bloco com dissec¢cdo minuciosa e cuidadosa de toda a &arvore
traqueobrdénquica com auxilio do microscépio.

O bloco da peca foi colocado sobre uma gase embebida
com solucdo aquecida de salina a 0,9%, e se realizou uma
pequena incisdo na parede cartilaginosa dos brénquios direito e
esquerdo préxima da Carina por onde se inseriu um pincel fino
com cerdas macias para a coleta do muco (pincel tipo Tigre n°
2). O muco coletado foi imerso em 6leo mineral e colocado em

tubos eppendorf e armazenados em freezer a -70°C'%°,

3.5. Medida da Velocidade de Transporte Mucociliar —

IN SITU

O transporte mucociliar mostra a capacidade do epitélio
de remover particulas; quanto maior é a velocidade do transporte
melhor é esta capacidade.

Logo apés a coleta do muco, a arvore traqueobrdnquica

foi preparada para a medida da velocidade. A parede
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cartilaginosa dos brénquios direito e esquerdo foi retirada como
uma “tampa” para exposicdo da parede membranosa que, por
sua vez, foi submetida a nebulizacdo com solucao salina para
restabelecer a umidade do epitélio.

Na parede membranosa dos brbénquios foi aplicado
aproximadamente um micro litro de solucdo de carbono coloidal.
A solucao de carbono coloidal (tinta nanquim filtrada em papel
de filtro comum) foi preparada com adicdo de talco comum para
aumentar a viscosidade da solucao e facilitar a observacao do
transporte das particulas pelo epitélio brénquico. Todas as
medidas no bréonquio esquerdo foram distais a anastomose.

O bloco da peca preparado foi colocado para observacéao
sob um microscopio 6ptico (Olympus BX50) com aumento de 100
vezes, equipado com ocular reticulada. Ao microscopio estava
acoplada uma camera (Sony 3CCD) conectada ao monitor e ao
videocassete.

O transporte das particulas coradas pela solucdo coloidal
(nanquim) ao longo dos brénquios direito e esquerdo foi
cronometrado de acordo com a distancia percorrida medida pela
objetiva reticulada e expresso como velocidade em milimetros
por minuto (mm/min = distancia percorrida/tempo). Foram obtidas
trés medidas, transformadas em numero absoluto de unidades de
minuto. A média dessas trés medidas foi tomada como valor

principal para a andlise estatistica'®*.
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3.6. Avaliacao das Caracteristicas do Muco

3.6.1. Transportabilidade no palato de ra

O modelo experimental do estudo do muco respiratério no
palato de ra est4d bem estabelecido e tem sido muito utilizado'®.
O palato da ra é uma superficie plana que possibilita a
observacdo em microscépio e o seu epitélio pseudoestratificado
com células ciliadas e secretoras que promovem uma camada
continua de muco, semelhante ao epitélio das vias respiratérias
de mamiferos.

E um método classico?® 7% 106118

, € de facil aplicabilidade.
Através dele, observamos a transportabilidade do muco em
estudo (muco do rato) chamado de muco teste sobre um epitélio
“ideal”. A velocidade de transporte do muco teste medida foi

comparada a velocidade de transporte de um “muco ideal” (o

muco da rd), chamado de muco controle, sobre o epitélio do

palato. Desse modo, o valor obtido retratou a relacdo entre a
velocidade do muco teste sobre a velocidade do muco controle,
ou seja, a velocidade relativa do muco teste. Quanto maior for o
seu valor, pior sera a qualidade do muco para ser transportado
(sua adesividade e viscosidade sdo maiores)'%®,

Com o uso de uma guilhotina, se separou a cabeca da ra

e se dissecou a parte do palato. O palato ficou em repouso por

24 horas em camara fria a 4°. C para ter seu muco esgotado pela
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acao do seu epitélio. O muco da ra foi coletado para servir de
controle durante as medidas do muco coletado dos brénquios
dos ratos.

Durante as medidas, o palato foi mantido em camara de
acrilico com 100% de umidade através de nebulizacdo continua,
a partir de um nebulizador ultras6nico com solugéao salina a 2/3
diluida em agua (0,61% de NaCl)?*. Foi colocado sobre a camara
de acrilico um microscopio estereoscopico em aumento de oito
vezes com objetiva reticulada através da qual se visualizava o
deslocamento do muco sobre a superficie do palato.

Iniciou-se a analise com cinco medidas iniciais do tempo
de deslocamento do muco da ra sobre o palato. Em seguida, o
tempo de deslocamento do muco do rato sobre o palato foi
cronometrado obtendo-se cinco medidas (milimetros/minuto) de
trés amostras de muco teste. Em seguida, obtiveram-se

novamente mais cinco medidas finais do muco da ra (controle).
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Palato de ra sob a visao da objetiva reticulada

A média dos valores médios das cinco medidas das ras
iniciais e finais para cada trés medidas do muco teste foi
comparada com a media das cinco medidas de cada amostra do
muco teste e assim expressos em termos relativos comparando-
se a velocidade do muco dos bronquios (teste) sobre o muco da
ra (controle). Os valores obtidos a partir desses dados foram

utilizados para a analise estatistica''®.
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3.6.2. Obtencao do angulo de contato

A capacidade de um fluido biol6gico de manter sua tensao
estatica sobre uma superficie plana pode ser medida pelo angulo
de contato®®. Suas alteragées influenciam a interface ar-liquido
sobre uma superficie s6lida e modificam a interacao que existe
entre o muco e o epitélio. A desproporcdo das porcdes liquidas e
sOlidas do muco leva a maior ou menor adesividade e fluidez
sobre a superficie epitelial.

A técnica consistiu na colocacdo da amostra de muco
obtida a partir dos brénquios sobre uma lamina. A lamina foi
deionizada (retirada todas as cargas elétricas que poderiam
interferir) através de submersdo em solugdo sulfocrémica e
posterior lavagem com agua destilada.

A medida foi obtida em um e cinco minutos apds a
colocacdo da amostra. A amostra de muco foi mantida em banho-
maria a 37°. C através de um suporte de ferro multiperfurado
para impedir o seu ressecamento’”.

A observagdo foi feita através de lupa com ocular de
aumento de 25 vezes presa por bragcos que permitem os
movimentos de um lado para o outro e de frente para tras. No
interior da ocular fica instalado um goniébmetro com escala de
zero a 180° através do qual se mede o angulo pela tangente

entre a amostra e a perpendicular da superficie da lamina.
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Quanto mais “rigido” for o muco, maior sera seu angulo de
contato. Quanto maior for a viscosidade do muco, maior sera a
sua capacidade de “se espalhar” e, portanto, menor sera seu
angulo de contato.

Assim, quando o muco apresenta um éangulo de contato

menor tem suas propriedades reolégicas mais preservadas e

maior transportabilidade.

Medida do angulo de contato entre o muco e a
lamina, com o goniomedro ao fundo
(desfocado).
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3.7. Analise Estatistica

A analise descritiva das variaveis foi realizada
inicialmente. Dos dois grupos de animais, analizou-se quatro
grupos de varidveis: lado direito sem transec¢do, lado esquerdo
com transeccao, lado direito sem transeccdo e com azatioprina e
lado esquerdo com transeccdo e com azatioprina. Cada uma
dessas variaveis foi estudada em trés tempos diferentes: 7 dias,
15 dias e 30 dias.

Nas varidaveis continuas, analisou-se o valor minimo e
maximo com posterior calculo de médias e desvios-padrao.

Os valores obtidos a partir de cada grupo nos diversos
tempos foram submetidos ao teste estatistico de Analise de
Variancia de Duplo Fator (grupo X tempo), obtendo-se 0 seu
comportamento nas condi¢cdes estudadas.

A existéncia de interacao entre os fatores determinantes -
transeccdo e azatioprina, foi estudada com o Teste de
Bonferroni.

O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Os calculos

foram obtidos a partir do programa Graph Pad Prism 4.0.
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3.8. Anatomia Patoldégica

Todas as pecas cirargicas foram submetidas a analise da
anatomia patolégica no local da anastomose brénquica do lado
esquerdo.

Foram analisadas por um Unico patologista que ndo sabia
de qual grupo era cada uma das pecas (estudo cego).

Avaliou-se o grau do processo inflamatério nessa
localizacdo do ponto de vista qualitativo, sendo expresso em
leve, moderado e grave.

Posteriormente, os dados foram submetidos a analise

estatistica.
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4. RESULTADOS

Foram avaliados os resultados de cada item estudado.
Inicialmente apresentamos os resultados da velocidade do
transporte mucociliar com a tabela de dados e o grafico
correspondente. A seguir os resultados obtidos da velocidade
relativa no palato de rd e por fim os resultados obtidos da

medida do angulo de contato com os respectivos graficos.

4.1. Velocidade de transporte mucociliar — in situ

Os valores das medidas de transporte mucociliar foram
expressos em milimetros/minuto.

Na Tabela 1 estdo relacionados os valores da velocidade
do transporte mucociliar do bréonquio direito e esquerdo nos trés
tempos de estudo dos animais submetidos a transeccéao
bronquica e administracdo de solucdo salina, seguidos das

médias e desvios - padréo.



TABELA 1 (Transeccao + solucédo salina - TR)
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animais |Grupo |VTrD VTr E Grupo |VTrD VTr E Grupo |VTrD VTr E

1 TR7 0,42 0,27 | TR15 0,32 0,21 | TR30 0,14 0,11
2 TR7 0,34 0,15|TR15 0,19 0,15 | TR30 0,42 0,11
3 TR7 0,43 0,08 | TR15 0,19 0,06 | TR30 0,14 0,09
4 TR7 0,35 0,18 | TR15 0,18 0,05 | TR30 0,36 0,07
5 TR7 0,11 0,04 | TR15 0,36 0,08 | TR30 0,26 0,19
6 TR7 0,21 0,06 | TR15 0,18 0,06 | TR30 0,34 0,24
Média 0,310 0,130 0,237 0,102 0,277 0,135
Desvio 0,126 0,087 0,081 0,064 0,118 0,066

TR7 — transecc¢édo brénquica e sacrificio em 7 dias;

TR15 — transeccao brénquica e sacrificio em 15 dias;
TR30 - transeccao brénquica e sacrificio em 30 dias;
VTr D — velocidade do transporte mucociliar no brénquio
direito;
VTr E — velocidade do transporte mucociliar no brénquio

esquerdo.

Na tabela 2, estao relacionados os valores da velocidade

do transporte mucociliar do bréonquio direito e esquerdo nos trés

tempos

de estudo dos

animais

submetidos

a transeccao

bréonquica e administracdo de azatioprina, seguidos das médias e

desvios - padrao.




TABELA 2 (Transeccdo + Azatioprina - TRAZA)

40

animais| Grupo VTr D VTrE | Grupo VTr D VTrE | Grupo VTr D VTr E
1 TRAZA7 0,02 0,02 [TRAZA15| 0,09 0,05 [TRAZA30 0,29 0,08
2 TRAZA7 0,04 0,02 [TRAZA15| 0,09 0,02 [TRAZA30 0,31 0,14
3 TRAZA7 0,21 0,05 [TRAZA15| 0,05 0,1 [TRAZA30 0,27 0,11
4 TRAZA7 0,09 0,16 [TRAZA15| 0,54 0,13 [TRAZA30 0,27 0,16
5 TRAZA7 0,14 0,05 |[TRAZA15| 0,19 0,15 [TRAZA30 0,12 0,07
6 TRAZA7 0,13 0,06 [TRAZA15 TRAZA30 0,23 0,16

média 0,105 0,060 0,192 0,090 0,248 0,120

desvio 0,070 0,052 0,201 0,054 0,068 0,039

TRAZAY7 — transeccao mais administracao de azatioprina e
sacrificio
TRAZA15 — transeccao mais administracao de azatioprina e

sacrificio em 15 dias;

em 7 dias;

TRAZA30 - transeccao mais administracao de azatioprina e

sacrificio em 30 dias;
VTr D — velocidade do transporte mucociliar no brénquio direito;
VTr E - velocidade do transporte mucociliar no brénquio

esquerdo.

A analise estatistica geral mostrou que houve diferenca na

velocidade do transporte mucociliar estatisticamente significativa

entre os grupos com p<0,001. Porém, ndo houve diferenca em

relacdo aos tempos e,

determinantes.

portanto

inexistiu

interacao entre os
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Os resultados mostraram que a velocidade do transporte
mucociliar nos animais que receberam solugcdo de salina ficou
prejudicada no lado esquerdo submetido a transeccdo em
relacdo ao lado direito com diferenca estatistica (p<0,05) nos
trés periodos da analise: 7 dias, 15 dias e 30 dias.

Observou-se que quando comparados lados direito e
esquerdo nos animais que receberam a azatioprina houve
evidente piora na velocidade do transporte mucociliar aos 7 dias
(p<0,001) com uma recuperacdo aos 15 e 30 dias.

A analise do brénquio direito dos grupos que receberam
solucdo de salina em relacdao aos que receberam azatioprina
mostrou reducado da velocidade do transporte mucociliar aos 7
dias (p<0,05). Aos 15 e 30 dias houve uma recuperacao sem
diferenga significativa.

A avaliacao do lado esquerdo submetido a transeccao nos
animais que receberam solugcdo de salina em relacdo aos que
receberam azatioprina mostrou uma reducado da velocidade do
transporte mucociliar com diferenga estatistica aos 7 dias. Os
valores aos 15 e 30 dias sdao muito semelhantes nos dois grupos.

A comparacao do lado direito dos animais que receberam
solucédo de salina com o lado esquerdo daqueles que receberam
azatioprina mostra diferenca significativa em todos os tempos.

E muito interessante a analise comparativa do brénquio

esquerdo dos animais que receberam solucdo salina com o
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bréonquio direito (intacto) dos que receberam azatioprina. Aos 7
dias, a velocidade do transporte foi menor no brénquio intacto
dos que receberam a droga, sem significado estatistico (p>0,05).
Aos 15 e 30 dias, essa relacdo se inverteu ficando menor a
velocidade no brénquio operado (p<0,05).

O Grafico 1 representa a analise de todos esses valores

nos tempos estudados.
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Grafico 1 — Velocidade de Transporte Mucociliar in

situ
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BDI+Aza - bronquio direito intacto mais azatioprina;

BETr+Aza — bronquio esquerdo com transeccao mais azatioprina.
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Esses resultados mostraram que a velocidade do
transporte mucociliar foi afetada pela transeccado brénquica e
pela administracdo da azatioprina. Enquanto o efeito de reducéo
da velocidade do transporte mucociliar com a transeccao
permaneceu por um periodo de 30 dias, o0 mesmo efeito com a
administracdo da azatioprina deixou de existir ao longo do

tempo.

4.2. Transporte mucociliar in vitro — palato de ra

Na avaliagcdo geral, houve diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,02), que foi progressivamente maior quanto maior o
tempo até o sacrificio (p<0,001). Observou-se que em todos o0s
grupos a qualidade do muco apresentou tendéncia a piorar, ou
seja, quanto maior o tempo, maior o efeito do fator grupo sobre a
velocidade do transporte mucociliar.

O muco foi piorando ao longo do tempo, sendo que no
grupo com a azatioprina esta piora foi menor (p<0,05).

Uma avaliagdo do muco do brénquio direito entre os
grupos — o que recebeu solucado de salina com o que recebeu
azatioprina, mostrou uma velocidade do transporte mucociliar

maior naquele que recebeu azatioprina (p<0,05).
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O Grafico 2 mostra a analise dos resultados da

transportabilidade mucociliar in vitro nos diferentes dias do

estudo.
Grafico 2 — Transportabilidade in vitro—palato de ra
VTMR - Palato de ra — mm/min.
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milimetros por minuto;

BDI - bronquio direito intacto;

BETr - bronquio esquerdo com transeccao;

BDI+Aza - bronquio direito intacto mais azatioprina;
BETr+Aza — bronquio esquerdo com transeccao mais
azatioprina.
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4.3. Angulo de Contato

As anélises das medidas dos angulos de contato
nas variaveis dos grupos sem e com azatioprina
mostraram aumento no seu valor, com significado
estatistico (p<0,0001).

Conforme descrito anteriormente, esse aumento do
angulo de contato demonstrou menor capacidade do muco
“de relaxar” sobre uma superficie plana, caracterizando-o
como mais rigido e, portanto, mais dificil de ser
transportado.

Essa piora na qualidade do muco teve diferenca em
relacdo ao tempo, sendo mais representativa aos 30 dias.

A diferenca em relacdao ao tempo, com aumento no
valor do angulo de contato, indicou uma tendéncia de
piora da qualidade do muco com interagdo positiva entre
os fatores determinantes. A azatioprina preveniu a piora
do muco nos diversos grupos ao longo do tempo.

O Grafico 3 mostra a anédlise das medidas do

angulo de contato dos diversos grupos ao longo do tempo.
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Grifico 3 - Analise do Angulo de Contato
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BDI+Aza - bronquio direito intacto mais azatioprina;
BETr+Aza — bronquio esquerdo com transeccao mais
azatioprina.



48

5. DISCUSSAO

Conforme exposto anteriormente o aparelho
mucociliar faz parte de um complexo sistema em atividade
continua de defesa das vias respiratérias que depura as
particulas inaladas através da acdo do muco e do
transporte mucociliar. Para sua efetividade, o equilibrio
entre a funcado de todas as células e suas secrecdes €
fundamental.

Alteracbes em sua funcdo por agentes agressores
crénicos, acao de drogas e manipulacao cirurgica ja foram
estudadas através de varios desenhos de estudos,
experimentais e clinicos. Nas cirurgias pulmonares com
manipulagdo dos brdénquios, demonstrou-se que a
complicagdo mais frequente é a infecgdo, decorrente do
mau funcionamento do aparelho mucociliar®.

O propédsito deste trabalho foi associar dois fatores
possivelmente envolvidos no decréscimo da funcdo do
aparelho mucociliar em transplantados. Com isso,
desenvolvemos um modelo de analise do transporte
mucociliar no brénquio de ratos ap6s os procedimentos de

transeccéao e administracao de uma droga
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imunossupressora, a azatioprina, utilizada na pratica
clinica, excluindo-se o fator rejeicao.

Adicionalmente a analise da velocidade do
transporte mucociliar in vivo, estudamos a
transportabilidade do muco no palato de ra — in vitro e a
adesividade estimada do muco pelo método do angulo de
contato. O conhecimento dos resultados obtidos pode
acrescentar informagdes importantes para a compreensao
da disfuncao do transporte mucociliar observado ap6s o
transplante pulmonar e também para o conhecimento das
atitudes terapéuticas que mais rapido levam a
recuperacio do sistema®®.

No transplante pulmonar a infeccao também é a
maior complicacado pés-operatéria, mesmo apds o0s
avangos relacionados a imunossupressao,
desenvolvimento de antibiéticoterapia para controle de
infeccoes e cuidados pds-operatérios intensivos. O efeito
imunossupressor do agente anti-rejeicao é facilmente
identificado como um fator de risco e constitui um grande
impedimento ao sucesso do transplante pulmonar16.
Entretanto, somente o efeito da imunossupressao induzida
por drogas nao explica a prevaléncia significante de
infeccoes pulmonares quando comparados com

transplantes de outros orgaos que sofrem
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imunossupressdo semelhante'®. Quais seriam entdo os
mecanismos pelos quais ocorre essa prevaléncia para as
infeccoes?

A acao das drogas imunossupressoras e da hipoxia
no processo cicatricial foram extensivamente estudados
sendo os corticosteréides os mais testados; havendo na
literatura poucos relatos de outras drogas de
imunossupressao®’ %%,

No transplante de pulméao se realiza a transeccao
brénquica a qual interrompe o fluxo arterial brénquico e
ocasiona desnervacao sensorial distal a linha de sutura,
interferindo no reflexo da tosse e consequentemente torna
0s pacientes mais dependentes do transporte mucociliar.
Esse fato aliado a administracdo de drogas
imunossupressoras nos permite especular que ambos
levem as alteragcbes do transporte mucociliar e do muco
contribuindo para a maior suscetibilidade de infeccéao
respiratéria nesses pacientes no periodo pés-operatério
de transplante de pulméo.

Os efeitos da inervacdo autonébmica nas
propriedades mucociliares sdo bem conhecidos no campo
clinico, especialmente pelos anestesiologistas que
frequentemente utilizam a atropina em pacientes

hipersecretores para evitar rigidez do muco e obstrucao
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das vias aéreas'''8.

O sistema nervoso autébnomo, com
seus mediadores, tem a capacidade de afetar a secrecéo
das vias aéreas através do volume de sua producao, de
suas propriedades reolbégicas, do transporte i6nico
transepitelial e da taxa de transporte
mucociliar19’36’38’63’93’109’130’136’139’146’147.

O trato respiratério dos humanos é inervado por
fibras sensoriais e auton6micas, que consistem de um
suprimento parassimpéatico originado do nervo vago e de
um suprimento simpatico originado do tronco
114,134

simpéatico . Quando comparada a inervagcao pulmonar

de outras espécies, nota-se uma variabilidade com
= ‘ . ‘ 96,101,114
relacdo ao tipo e quantidade de fibras nervosas :
Nos ratos a microvasculatura da  arvore
tragueobrbdnquica exibe muitas caracteristicas dos vasos

sanguineos de outras espécies>®?. A

inervacao possui
fibras colinérgicas e adrenérgicas em troncos separados
presentes em feixes da regido extracondrial, perivascular
e SmeU008331’57’78’97’114;145.

Assim, o aparelho mucociliar do rato é como de
outros mamiferos®', inervado predominantemente pelo

sistema nervoso parassimpatico que regula também o

musculo liso bronquico''®. A atividade ciliar é aumentada
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pela estimulacdo de agonistas colinérgicos e beta (B)
adrenérgicos 9,11,18,25,39,57,72,99,120,123,132,144,146.

O transplante pulmonar resulta na desnervacao
extrinseca total do érgao transplantado, onde os nervos
pulmonares, suprimento arterial brénquico e outras
estruturas sao inevitavelmente rompidos e n&o séo
reconectados, com alteragcdes da inervacao no numero de
nervos e no seu fenétipo, sendo que 0os mecanismos que
envolvem a regeneracao neural ndo estdo completamente
definidos 59,63,127,132,133.

As alteragbes no transporte mucociliar e nas
propriedades do muco sob estas condigbes tém relatos na
literatura quando submetidos a transeccao brbnquica
enquanto que a acao das drogas de imunossupressao e
seus efeitos, isolados ou somados ao procedimento
cirurgico, nao foram estudados em toda sua extensao.

Observamos que varios esquemas de
imunossupressao tém sido testados na pratica clinica,
com uma avaliacdo retrospectiva dos resultados
obtidos”>'%°. Esse fato esta mais freqlente desde a
introducdo de novas drogas imunossupressoras na
tentativa de substituir as que vém sendo utilizadas ha

mais de 30 anos, como a Azatioprina. Essa “competicdo”

do novo com o antigo ndo tem até o momento definicéao
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cientifica para indicar ou contra-indicar quais as drogas
imunossupressoras que devem ser utilizadas no
transplante pulmonar, pois ndo estdo definidas todas as
suas acoes’”.

Frente a essas constatagdes, procuramos
desenvolver neste trabalho a idéia de um modelo
experimental que possa ser reproduzido, que esclareca as
acbes das drogas imunossupressoras e da transeccao
bronquica e anastomose sobre o aparelho mucociliar, e
que possa ser transposto para a pratica clinica®®.

Nele avaliamos os efeitos da transeccao brénquica
associada a administracdo de solucdo de salina e a
administracdo de azatioprina. Em nosso modelo, a
velocidade do transporte mucociliar foi determinada pela
observacdo direta da solucdo de nanquim depositada na
regido distal a anastomose do epitélio brénquico esquerdo
(transeccionado) e direito (intacto).

Os nossos resultados demonstraram que ha
prejuizo na velocidade do transporte mucociliar e na
qualidade do muco do lado esquerdo operado, sendo que
o0 mesmo nao acontece do lado direito intacto, suportando
o conceito que a desnervacao brénquica é responsavel
pelo efeito de decréscimo da velocidade do transporte

muccociliar. O uso da azatioprina minimizou esses efeitos
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através de mecanismo de melhora na qualidade do muco,
contrario a nossa idéia inicial de que sendo uma droga
que reduz o metabolismo celular, prejudicaria mais ainda
a velocidade do transporte mucociliar.

No brénquio esquerdo de todos o0s grupos
estudados houve reducdo da velocidade do transporte e
piora da qualidade do muco. Com a evolucao do processo
cicatricial, constatada pela anatomia patolégica,
observamos que ha uma tendéncia de restabelecimento
do transporte apés trinta dias, entretanto o muco continua
espesso, endurecido e muito aderente. Esse fato decorre
da transeccéo levar a ineficiéncia do transporte mucociliar
na fase aguda pés-cirargica, o que acarreta seu acumulo
e consequentes alteracdes nas suas propriedades.

Desse modo, a transeccdao ndo tem acao direta
sobre a formacdo do muco nem sobre as suas
propriedades, mas sim uma ac¢ao indireta na qual a
ineficiéncia do transporte mucociliar leva a piora da
qualidade do muco.

A transec¢cdao nao afetou o transporte ou a
qualidade do muco no lado direito. Esse fato demonstrou
que a cirurgia tem apenas acao local e ndo tem nenhum

tipo de acédo sistémica. Indiretamente, um muco alterado
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propicia o aparecimento de infeccdes e por este
mecanismo ocorrerdao as complicacdes sistémicas.

Assim, deve ser enfatizada a terapéutica sobre o
muco e sua manuteng¢dao com fluidificacdo do muco por um
periodo mais longo durante o po6s-operatério. Antibidticos
de amplo espectro e com agao protetora sobre a mucosa
trardo maiores beneficios.

Alguns trabalhos na literatura relacionam os
transplantes pulmonares com um prejuizo na atividade do

surfactante pulmonar3?°?

. Com isso o surfactante poderia
representar importante papel para uma interacao
mucociliar normal, se aplicado na superficie brénquica
como opc¢ao terapéutica em pacientes transplantados.

A azatioprina nao tem efeito direto sobre o
surfactante pulmonar, sua producdo e qualidade®®*'°2.

Outros autores estudaram em outras espécies
animais os efeitos da desnervacdao brdénquica sobre o

aparelho mucociliar'®®

e puderam observar reducdo na
velocidade do transporte mucociliar.

A desvascularizagdao brénquica talvez tenha um
efeito adicional relacionado ao prejuizo agudo da
velocidade do transporte mucociliar. Neoformacgéo

vascular com revascularizagcdo da &arvore bronquica é a

principal hipdtese da reversibilidade do prejuizo do



56

transporte mucociliar, levando-se em conta ainda que nao
seja observado o restabelecimento dos nervos através da
anastomose bronquica'®®'%%. Assim pensavamos que esse
efeito poderia se somar a acao da azatioprina na reducéao
da atividade celular e da atividade inflamatéria com
consequente extensdo do tempo de revascularizacdo
brénquica’’.

Nos animais em que foi administrada a azatioprina,
constatou-se que ela reduziu a velocidade do transporte
mucociliar nos grupos iniciais de 7 dias, tanto no lado
direito intacto quanto no lado esquerdo operado. Ao longo
do tempo ha evidente recuperacdao na velocidade do
transporte no lado direito e esquerdo, o que nos leva a
dizer que a velocidade do transporte mucociliar é afetada
pela azatioprina apenas no periodo inicial até sete dias.

Nao foram estudados os efeitos da azatioprina até
sete dias e podemos apenas inferir que ela tem um efeito
de reducao da velocidade do transporte mucociliar na fase
aguda. Esse mecanismo deve decorrer do fato de seu
efeito diminuir a atividade celular e atingir as células
ciliadas, alterando sua funcéo.

Com o tempo, a recuperacao da funcao das células
ciliadas no grupo no qual foi administrada azatioprina se

da provavelmente por dois motivos: a cicatrizacao
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brénquica e melhora na formagcdo do muco e nas suas
propriedades, que levam ao aumento da velocidade do
transporte mucociliar.

Muitos protocolos de imunossupressdo incluem a
azatioprina como droga de administracdo pré-

operatéria*®**°°.

Com base nos resultados do presente
trabalho, sugerimos que essa indicagcao, assim como seu
tempo de manutencdo pods-transplante, seja revista na
pratica clinica, abrindo um campo para pesquisa.

Em relagcdo ao muco, sua piora ao longo do tempo
foi menor com o uso da azatioprina, o que preveniu
mudancas nas suas propriedades.

A acdo antiinflamatoéria da azatioprina, descrita por

varios autoresg®?:6%:73.77

, N0S pareceu ser a explicagao para
esse fato. Agindo sobre as células secretoras, ela teve
efeito regulador na produgdo do muco e do fluido
periciliar. Na busca por essa resposta, realizamos o
estudo anatomo patoldégico das pecas nas quais foi
realizada a anastomose brénquica.

Constatamos que nos grupos em que utilizamos a
azatioprina houve menos inflamacado, porém a anéalise

estatistica ndo foi significativa. A tendéncia observada de

haver menos processo inflamatério nos grupos em que se
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administrou a azatioprina mostra que houve uma interacéao
da droga no decorrer do tempo do estudo.

Esperavamos que a droga imunossupressora
(azatioprina) levasse a uma piora tanto na velocidade do
transporte quanto da qualidade do muco. Entretanto,
esses parametros nao pioraram com a administracdo da
droga e ela nao teve um pior efeito quando associada ao
procedimento da transeccéao. Ficou claro que a velocidade
do transporte foi afetada pela transeccdo com piora
associada a azatioprina apenas no grupo de 7 dias.

O muco teve uma piora ao longo do tempo nos
grupos com a cirurgia de transeccao, sendo pior aos 30
dias. Constatamos assim que a transeccao isolada piora a
qualidade do muco ao longo do tempo, situacdo esta que
€ prevenida pela azatioprina.

Na pratica clinica, a definicAdo de protocolos de
imunossupressdao requer ainda maiores evidéncias
cientificas quanto as acdes das drogas. Nossa discusséao
argumenta que esta linha de pesquisa tem muito com que
contribuir para dar apoio cientifico a utilizacdo desses

protocolos.



6. CONCLUSOES

A analise deste material nos permite chegar as

seguintes conclusdes:

1. A transeccado brénquica reduz a velocidade do
transporte mucociliar;

2. A azatioprina preserva as propriedades do muco;

3. A azatioprina reduz a velocidade do transporte
mucociliar até sete dias;

4. A azatioprina ndo interage com a transeccédo para a
reducado da velocidade do transporte e para a piora da

qualidade do muco.
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A- Planilha das Medidas da Velocidade Relativa

Palato de ra — valores expressos em

milimetros/minuto.

61- 34-aza7
ral | azai51aE ra2 4D 25az151aD | 44ir15 2E
12 18 9 8 14 8
9 12 8 8 13 7
12 12 8 7 11 8
10 10 7 7 11 10
10 10 8 9 12 12
42Tr30 33az72A | 12Tr152A 62Az152
ra3 | 63az153E | 9E ra4 D D E
9
9 16 18 13 20 16 17
10
8 14 23 12 8 15 11
7
9 9 29 11 8 15 20
9
8 10 33 14 16 18 21
11
8 12 18 14 15 12 18
40Tr306 | 8Tr152 4Tr30 6
rab | 18Tr74AD | E D ra6 D 68Az71A E
10 27 76 37 11 28 10
11 18 59 44 19 32 13
7 14 78 77 12 34 21
9 11 62 56 16 16 14
10 12 69 47 12 15 12
14Tr7 1A | 10Tr154 | 42Tr30 9
ra7 D D E ra8
14 13 8 13 9| 10
15 10 7 16 12| 12
13 11 9 12 10| 11
17 11 7 14 10 8
12 11 8 12 11
67Aza7 1 | 30Az15 2Tr30 4 72Az7
ra9 | 41TrS08E | E 6D ralo D 6E 54Tr74A E
10 18 9 9 8 15 12 10
12 24 10 8 9 11 10 11
11 30 8 12 7 12 12 11
8 27 11 12 9 11 11 12
9 26 9 10 7 13 9 11
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26Az15 21Az30 56Az30
rali 27Az153D | 2D 35Az7 5D | ra12 3D 2E 13Tr7 1D
9 12 15 1110 9 13 11 13
10 10 13 10 (8 10 16 11 10
10 9 14 9/8 8 13 10 11
9 9 15 1119 9 14 11 13
11 10 12 109 12 14 11 12
70Az7 4 45Tr15 55Az30 20Az30
ra13 28Az152AD | E 69Az72AE | ral14 3E 1E 2D
9 13 10 11 10 13 12 10
7 11 11 9 8 11 11 11
7 12 11 9 10 11 14 9
8 13 10 10 10 9 11 12
7 12 12 10 9 11 13 11
32Az71A | 19Az30 11Tr151A
rals D 1D D ral6
8 12 9 14 10
7 11 8 12 11
9 11 8 13 10
8 12 7 14 10
8 10 8 12 12
15Tr72A 17Tr73A | 4Tr30 6 48Tr152A
ral7 | 51Tr72AE | 3Tr305D | D ral8 D D E
10 14 20 16 14 10 16 14
10 10 11 10 12 8 38 15
13 14 12 8 10 8 53 8
10 10 13 10 12 10 32 9
9 11 10 11 8 10 29 15
5Tr30 8 34Az7 4 53Tr7 3A | 6Tr309
ral9 | 65Az155E | 49Tr71E | D ra20 D E D
9 16 14 31 12 12 21 30
9 11 10 21 16 15 19 27
10 9 12 16 20 9 25 15
10 17 12 20 14 16 17 18
11 11 13 27 16 18 23 19
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16Tr7 4 52Tr7 4 38Tr304
ra21 47Tr151AE | D E ra22 1Tr303 D E 71Az7 5E
16 19 29 26 15 45 14 68
18 25 22 19 14 27 16 53
15 26 28 18 10 27 18 45
17 26 29 17 12 21 11 33
27 25 29 14 11 26 10 32
57Az30 66Az15
ra23 3E 31Az7 1D | 6E ra24
29 41 17 14 14
22 18 11 11 14
19 17 13 11 17
15 15 12 12 14
18 14 13 12 24
44Tr15 7Tr15 1 9Tr15 3 29Az155
ra25 | 43Tr151E 2E D ra26 ra27 64Az152AE | D D
14 24 29 24 12 18 30 19 25
14 33 17 32 21 11 14 38 20
17 42 16 32 12 11 16 18 25
14 47 13 29 12 14 17 13 17
24 48 18 43 23 13 14 16 25
50Tr7 1A | 39Tr30 5 22Az304 | 23Az305 | 24Az30 6
ra28 36Az76D | E E ra 29 D D D
18 21 25 40 16 46 29 46
11 17 19 87 20 28 33 28
12 17 17 148 13 27 35 27
13 14 20 44 12 22 16 28
12 18 21 76 17 27 17 22
59Az30 60Az306
ra30 58Az304E | 5E E ra31
16 22 42 16 22
14 29 89 18 20
19 15 140 13 19
12 40 44 12 12
17 37 78 20 15
OBSERVACOES:

1) as colunas ndo sao regulares porque houveram medidas repetidas em

varias ras;

2) as colunas sem valores houve perda das propriedades de avaliacdo do

muco




B - TABELA DO ANGULO DE CONTATO DO MUCO

Os valores sao expressos em graus a partir do gonidmedro

numero | nome
TR30-3
1D 0.56
TR30 -4
2D 0.71
TR30-5
3D 0.81
TR30 -6
4D 0.31
TR30-8
5/ D 0.55
TR30-9
6 D 0.78
TR15 -1
71D 0.5
TR15-2
8 D 0.18
TR15-3
9D 0.63
TR15-4
10 | D 0.79
TR15-1A
11| D 0.71
TR15-2A
12| D 0.73
TR7 -1
13| D 0.9
TR7 - 1A
14 | D 1.35
TR7 - 2A
15| D 0.98
TR7 -4
16 | D 0.56
TR7 - 3A
17 | D 1.14
TR7 - 4A
18 | D 0.57




AZA30 1

19 | D 1.16
AZA30 2

20 | D 0.82
AZA30 3

21| D 0.76
AZA30 4

22 | D 0.52
AZA30 5

23| D 0.6
AZA30 6

24 | D 0.51
AZA151A

25| D 0.67
AZA152

26 | D 0.67
AZA153

27 | D 0.93
AZA15 2A

28 | D 0.86
AZA155

29 | D 0.59
AZA156

30 | D 0.88
AZAT7 1

31 | D 1.4
AZA7 1A

32 | D 0.83
AZA7 2A

33 | D 0.82
AZA7 4

34 | D 1.05
AZA7 5

35| D 0.91
AZA7 6

36 | D 0.93
TR30-3

37 | E 0.22
TR30 - 4

38 | E 0.19
TR30-5

39 | E 0.21
TR30 -6

40 | E 0.13
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TR30-8

41 | E 0.36
TR30-9

42 | E 0.36
TR15 -1

43 | E 0.42
TR15-2

44 | E 0.91
TR15-3

45 | E 0.79
TR15-4

46 | E 1.01
TR15-1A

47 | E 0.64
TR15 - 2A

48 | E 0.86
TR7 -1

49 | E 1.04
TR7 - 1A

50 | E 0.7
TR7 - 2A

51 | E 0.91
TR7 -4

52 | E 0.82
TR7 - 3A

53 | E 0.81
TR7 - 4A

54 | E 0.8
AZA30 1

55 | E 0.71
AZA30 2

56 | E 0.99
AZA30 3

57 | E 0.88
AZA30 4

58 | E 0.58
AZA30 5

59 | E 0.24
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AZA30 6

60 | E 0.89
AZA151A

61 | E 0.75
AZA152

62 | E 0.63
AZA153

63 | E 0.72
AZA15 2A

64 | E 0.73
AZA155

65 | E 0.99
AZA156

66 | E 1.55
AZA7 1

67 | E 0.95
AZA7 1A

68 | E 1
AZA7 2A

69 | E 1.08
AZA7 4

70 | E 0.98
AZA7 5

71| E 0.35
AZA7 6

72 | E 0.82
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