Marcos Naoyuki Samano

Estudo dos efeitos da pneumonectomia esquerda
sobre o pulmao remanescente de ratos: avaliacéo
das alteracOes histologicas e funcionais agudas

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para obtencédo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Area de concentracdo: Cirurgia Toracica e
Cardiovascular

Orientador: Prof. Dr. Fabio Biscegli Jatene

SAO PAULO
2008



Marcos Naoyuki Samano

Estudo dos efeitos da pneumonectomia esquerda
sobre o pulmao remanescente de ratos: avaliacéo
das alteracOes histologicas e funcionais agudas

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Area de concentragcdo: Cirurgia Torécica e
Cardiovascular

Orientador: Prof. Dr. Fabio Biscegli Jatene

SAO PAULO
2008



"Aprender € a (nica coisa de que a mente nunca se cansa, nunca
tem medo e nunca se arrepende”

Leonardo da Vinci



DEDICATORIA




DEDICATORIA

Aos meus pais, Massaro e MiyoRo, que dedicaram suas vidas para criar e
educar seus filhos. Responsdveis pela formagdo do meu cardter e pelos

meus valores de vida. Sem eles, nada seria possivel.

A Eliana, minha amada esposa, pelo seu suporte, seu apoio e seu amor

incondicional. Sem ela, tudo seria impossivel.

A Carolina, nosso maior presente, por me fazer lembrar e agradecer todo o

dia que existe o milagre da vida. Sem ela, nada mais teria sentido.



Aos meus irmdos, Sergio e Helio, por sempre acreditarem em mim. Desde
pequenos, sempre zelosos e preocupados em oferecer um bom exemplo ao

1rmdo maits novo.

A toda minha familia, firmes alicerces para o desenvolvimento do meu

trabalho.

Amo muito todos vocés!



Esta tese esta de acordo com as seguintes normas:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver)

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servi¢co de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertacdes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi,
Maria Fazanelli Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos
Cardoso, Valéria Vilhena. 22 ed. Sdo Paulo: Servico de Biblioteca e
Documentacgao; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periodicos de acordo com List of Journals
Indexed in Index Medicus.



AGRADECIMENTOS




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Fabio Biscegli Jatene, meu orientador, meu chefe e meu
mestre. Exemplo de vida pessoal e profissional, em quem me espelho todo o
dia para tentar tornar-me um ser humano melhor e um profissional
competente. Nenhuma palavra consegue expressar todo o agradecimento

gue tenho pela oportunidade de trabalhar ao seu lado.

Ao Prof. Dr. Paulo Hilario do Nascimento Saldiva, a quem admiro
desde os tempos de graduacdo pela sua retérica e pelo seu espirito
cientifico. Suas observacdes foram fundamentais para o norteamento desta

pesquisa.

Ao Prof. Dr. Noedir Anténio Groppo Stolf, coordenador da poés-
graduacdo na Area de Cirurgia Toracica e Cardiovascular da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, pela confianca em mim depositada
e pelo apoio, proporcionando-me a honrosa oportunidade de desenvolver

esta tese.

Ao Dr. Rogério Pazzeti, bi6logo do LIM 61, com quem tive o prazer de

trabalhar ao longo desta tese e quem muito me ajudou a concretiza-la.



Ao Prof. Dr. Luiz Felipe Pinho Moreira, impulsor do nosso Programa
de Pés-Graduacdao, pelas discussdes e pelo auxilio na analise estatistica

desta tese.

Ao Prof. Dr. Paulo Manuel Pégo Fernandes, pelo auxilio em muitos
momentos na conducéo deste trabalho. Acima de tudo pela amizade e pelo
respeito ao seu trabalho que fizeram crescer minha admiracdo por sua

pessoa.

Ao Dr. Ricardo Beyruti, que me introduziu na prética diaria da cirurgia
toracica permitindo auxilid-lo em sua clinica privada, ainda durante a
residéncia de cirurgia geral. Muito pude aprender com seus conhecimentos,

sua refinada técnica cirdrgica e seu gosto pela informatica.

Ao Dr. Hélio Minamoto, incansavel médico, humanista, responsavel
por me incentivar, ainda durante a graduacéo, a conhecer o National Cancer
Center de Téquio, fato marcante e decisivo na minha escolha profissional.
Ao Dr. Olavo Ribeiro Rodrigues, amigo e quem, por intermédio do Dr. Hélio,

concretizou meu estagio em Toquio.

Ao Dr. Luis Miguel Melero Sancho, por me instigar a estudar o tema
de minha tese e por me acolher, ainda estudante, nos trabalhos de iniciacéo

cientifica do Servico de Cirurgia Toracica do HC/FMUSP.



Ao Dr. Tsuguo Naruke (in memorian), a época de meu estagio em
Toquio, vice-diretor do National Cancer Center. Expoente da cirurgia
toracica, pioneiro na disseccao linfonodal mediastinal e dono de projecao
internacional, o acaso permitiu que eu me tornasse um de seus amigos
brasileiros. Foram suas as primeiras palavras de incentivo para tornar-me

um cirurgido torécico.

Aos demais médicos assistentes do Servico de Cirurgia Toracica do
HC/FMUSP, Dr. José Ribas Milanez de Campos, Dr. Angelo Fernandes e Dr.

Miguel Lia Tedde pela minha formacao durante a residéncia.

A Dra. Rosangela Monteiro, pelo auxilio na finalizacdo desta tese e

pelo apoio recebido ao longo de todos estes anos.

Ao bidlogo Marcelo Zeviani, por vezes anestesista, ora
instrumentador, ora intensivista dos meus animais. Sempre disponivel a me

ajudar neste e em outros trabalhos desenvolvidos no LIM 61.

A Dra. lolanda de Fatima Lopes Calvo Tibério e & Dra. Carla Maximo

Prado, pelo auxilio inestimativel na analise imunoistoquimica desta tese.

A Dra. Thais Mauad, por estar sempre disponivel para discutir 0os

resultados.



Ao Prof. Dr. Celso Ricardo Fernandes de Carvalho e ao Dr. Rodolfo
de Paula Vieira, por viabilizarem o estudo da fracdo endotelial da Oxido

Nitrico Sintase neste modelo experimental.

Ao Dr. Paolo José Cesare Biselli, pelo auxilio na padronizacdo da

captura das imagens microscopicas.

A Profa. Dra. Vera Capelozzi, pelo carinho com que discutiu 0s

resultados do projeto piloto desta tese.

Ao Dr. Tannas Jatene, pela disponibilidade nas etapas iniciais desta

tese.

A Sra. Roseli Oliveira Araujo, confidente nos momentos de angustia,
amiga e testemunha de todos meus passos desde o inicio de minha

residéncia.

Aos meus colegas do Laboratério Anatdmico Cirdrgico do InCor,
Aristides Tadeu Correia, Eliana Ogata e Marcia Cristina Augusto, sempre

disponiveis a ajudar.

A Neusa Rodrigues Dini, Juliana Lattari Sobrinho e Eva Malheiros
Guiss de Oliveira, da Coordenadoria de PoOs-Graduacdo do InCor, que

tornam simples todas as tarefas arduas.



Ao Dr. Laerte Brasiliense Fusco, que me introduziu no universo da
cirurgia toracica e que me deu a honra de auxilia-lo no inicio de sua tese de

doutoramento.

Ao Dr. Luis Marcelo Inaco Cirino, pelo incentivo durante meus
plantdes no HU (Hospital Universitario da USP) durante o internato e pela

oportunidade em participar de um de seus trabalhos cientificos.

Aos meus colegas do grupo de Transplante Pulmonar do InCor, pelo
suporte, principalmente nos momentos em que tese precisou ser
transplantada para o papel. Gracas a boa preservacdo das idéias iniciais,

ainda ndo ha sinais de rejeicdo aos resultados apresentados.

A todos os colegas residentes do Servico de Cirurgia Toracica do
HC/FMUSP. Aos que vieram antes, pelo que me ensinaram. Aos mais
novos, pelo que me ensinam até hoje. Jamais podemos entender o
conhecimento como um bem pessoal. E nossa obrigacdo transmiti-lo e

incentivar o seu aperfeicoamento pelas geracdes futuras.



RESUMO




RESUMO

Samano MN. Estudo dos efeitos da pneumonectomia esquerda sobre o
pulmdo remanescente de ratos: avaliagdo das alteracdes histoldgicas e
funcionais agudas. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2008. 94p.

INTRODUCAO: A pneumonectomia esta associada a alta mortalidade e alto
indice de complicacbes. Entre estas, o edema pulmonar pos-
pneumonectomia € uma das mais graves, podendo chegar a 100% de
mortalidade. Pouco se sabe acerca dos fatores etiol6gicos desta doencga,
bem como sua associacdo a um processo inflamatério ou estresse oxidativo.
O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos agudos da pneumonectomia
esquerda sobre o pulmdo remanescente de ratos quanto a avaliacdo
funcional por gasometria e avaliacdo histolégica por formacdo de edema,
infiltrado inflamatorio, estresse oxidativo e reatividade vascular. METODOS:
Trinta e um ratos Wistar foram submetidos ao estudo. Vinte e um foram
submetidos a pneumonectomia esquerda, sendo sacrificados em 48 horas
(11 animais) e 72 horas (10 animais). Como controle do tratamento, 10 ratos
foram submetidos a operacado sham, sendo 5 sacrificados em 48 horas e 5
em 72 horas. A avaliacdo funcional foi realizada por meio de coleta de
sangue arterial, gasometria e andlise da relacdo pO,/FiO,. A andlise
histol6gica consistiu da avaliacdo dos seguintes parametros: (1) grau de
edema perivascular; (2) presenca de infiltrado inflamatério obtido por meio
da densidade de neutrdfilos; (3) expressdo tecidual imunoistoquimica da
Oxido Nitrico Sintase (NOS) para a avaliagdo do estresse oxidativo e (4) do
grau de reatividade vascular, medido por meio da relacdo luz parede
(lumen/wall ratio). Na avaliacdo do estresse oxidativo, foram analisadas a
isoformas induzida e endotelial da NOS (iINOS e eNOS). Além destes
parametros, o edema pulmonar foi avaliado por meio do ganho de massa
pulmonar proporcional, denominado de indice Pulmonar (IP) e da relac&o do
peso umido e do peso seco (Razdo U/S). A andlise estatistica foi realizada
por meio do teste ANOVA. RESULTADOS: Nao houve diferenca entre os
grupos quanto a relagdo pO,/FiO,. Quanto a andlise histolégica, houve
diferenca quanto ao edema perivascular, infiltrado inflamatorio,
imunoexpresséo de INOS e eNOS e reatividade vascular. Houve interagao
entre a pneumonectomia e o sacrificio mais tardio, com maior indice de
edema perivascular neste grupo (p=0,0274). Houve menor densidade de
neutréfilos nos animais submetidos a pneumonectomia tanto em 48 como 72
horas (p=0,0168). N&o houve diferenca na imunoexpresséo tecidual de iINOS
entre 0s animais submetidos a pneumonectomia e seus respectivos grupos
controle, mas houve diminui¢cdo no grupos de 72 horas (p=0,0212). A anélise



imunoistoquimica da eNOS evidenciou maior expressdo nos animais
submetidos a pneumonectomia (p=0,0208). Quanto ao grau de reatividade
vascular, houve menor razdo L/P nos grupos sacrificados apés 72 horas
(p=0,0107), sugerindo maior vasoconstricdo nestes grupos. Embora tenha
havido maior ganho de massa pulmonar nos dois grupos de animais
submetidos a pneumonectomia (p=0,0033), a Razdo U/S ndo mostrou
diferenca entre os grupos. CONCLUSOES: A pneumonectomia esquerda em
ratos ndo causou alteracdes funcionais, mas causou alteracdes histolégicas.
Quanto a estas alteracdes, ndo foram de natureza inflamatéria e nem
relacionadas ao estresse oxidativo. Foram caracterizadas por edema
perivascular e vasoconstricdo, observados apos 72 horas da operacao.

Descritores: 1.Pneumonectomia 2.Edema oulmonar 3. Oxido nitrico sintase

4.Estresse oxidativo 5.Inflamacao 6.Modelos animais
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Samano MN. Study of the effects of left pneumonectomy on the remaining
lung of rats. assessment of acute hystological and functional alterations
[thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2008. 94p.

INTRODUCTION: Pneumonectomy is associated with high mortality and
complication rates. Of these complications, post-pneumonectomy pulmonary
edema is one of the most severe with a mortality rate that can reach 100%.
Little is known about the etiological factors involved in this process and its
association with inflammatory process or oxidative stress. The objective of
this study was to analyze the acute effects of left pneumonectomy on the
remaining lung of rats based on functional assessment by blood gas analysis
and on histological assessment by edema formation, inflammatory infiltrate,
oxidative stress and vascular reactivity. METHODS: Thirty one Wistar rats
were included in the study. Twenty one underwent left pneumonectomy and
were sacrificed in 48 hours (11 animals) and 72 hours (10 animals). Ten rats
underwent sham procedure for control and five were sacrificed in 48 hours
and five in 72 hours. Functional assessment was conducted by arterial blood
gas and pO./FiO, ratio analyses. Histological analysis consisted of the
assessment of the following parameters: (1) degree of perivascular edema;
(2) presence of inflammatory infiltrate suggested by neutrophil density; (3)
immunohistochemical expression of Nitric Oxide Synthase (NOS) in tissues
to assess oxidative stress and (4) the degree of vascular reactivity measured
by lumen/wall ratio (L/W ratio). For the assessment of oxidative stress,
induced and endothelial isoforms of NOS (iNOS and eNOS) were analyzed.
In addition to these parameters, pulmonary edema was assessed by means
of proportional pulmonary mass gain, called Pulmonary Ratio (PR) and of the
wet/dry weight ratio (W/D Ratio). The statistical analysis was conducted
using the ANOVA test. RESULTS: The histological analysis showed
difference regarding perivascular edema, inflammatory infiltrate,
immunoexpression of INOS and eNOS and vascular reactivity. The rate of
perivascular edema was higher in animals submitted to pneumonectomy and
sacrificed after 72 hours (p=0.0274). Neutrophil density was lower in animals
submitted to pneumonectomy for those sacrificed after 48 and 72 hours alike
(p=0.0168). There was no difference in the immunoexpression of iINOS in
tissues between animals submitted to pneumonectomy and control groups,
but such immunoexpression was reduced in both 72-hour groups (p=0.0212).
The immunohistochemical analysis of eNOS evidenced a higher expression
in animals submitted to pneumonectomy (p=0.0208). As concerns the degree
of vascular reactivity, there was a lower W/D ratio in the groups sacrificed
after 72 hours (p=0.0107), suggesting greater vasoconstriction in these



groups. There was no difference between the groups as to the pO,/FiO; ratio.
Although the two groups submitted to pneumonectomy had greater gain of
mass (p=0.0033), there was no difference in the W/D ratio between the
groups. CONCLUSIONS: Left pneumonectomy in rats did not cause
functional alterations but caused histological alterations that were neither of
inflammatory nature nor related to oxidative stress. The alterations included
perivascular edema and vasoconstriction observed after 72 hours of the
procedure.

Descriptors: 1.Pneumonectomy 2.Pulmonary edema 3.Nitric oxide synthase
4 .Oxidative stress 5.Inflammation 6.Models, animals
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1. INTRODUGAO

Apesar dos avangos alcangados com a quimioterapia e a radioterapia
no tratamento do cancer pulmonar, a ressecg¢ao cirurgica permanece como a
unica opcgao terapéutica curativa nos pacientes portadores de lesdes
localizadas. As primeiras operagdes para o tratamento desta doenca foram
realizadas por meio da pneumonectomia, isto €, da remog¢ao de um pulmao
inteiro. Atualmente, a lobectomia é a operagdo padronizada para o
tratamento do carcinoma broncogénico, sendo a pneumonectomia reservada
para tumores centrais ou volumosos, nos quais nao € possivel a extirpagao
completa da lesdo apenas com uma ressecgao menor. Além desta
indicagao, doengas pulmonares inflamatdrias, tuberculose, bronquiectasias e
outras condigdes nao malignas configuram como doengas nas quais a
pneumonectomia surge como opg¢ao de tratamento.

A mortalidade operatéria (30 dias) associada a pneumonectomia é
relativamente alta, chegando a 8,6% na ultima década’. Indubitavelmente,
com o melhor preparo pré-operatério, aperfeicoamento de técnicas
cirargicas, melhora do manejo anestésico e melhora nos cuidados de terapia
intensiva, houve uma sensivel redugao dos indices negativos associados a
esta operacdo. A mortalidade desta operagcao no Massachussetts General
Hospital que era de 56,5%, na década de 1930, diminuiu para 11,1% em

trinta anos®. Associados & maior mortalidade desta operacdo estdo os



seguintes fatores: pneumonectomia direita; idade mais avancada; afeccdes
associadas, como a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e
cardiopatias; e a extensao da operacao. Relacionados a este ultimo fator, a
pleuropneumonectomia, operagdo para o tratamento do mesotelioma
maligno, e a pneumonectomia associada a toracectomia nos tumores com
invasao da parede toracica, tém indices de mortalidade que podem alcancgar
15%°.

Apesar da reducdo da mortalidade ao longo dos ultimos anos, a
incidéncia de complicagdes permanece alta, em torno de 60%*. As
complicagdes respiratérias sdo as mais freqlentes, correspondendo a
aproximadamente 15% e, neste grupo, a mortalidade pode chegar a 30% .
Entre estas complicagdes, a insuficiéncia respiratéria aguda, a pneumonia, o
tromboembolismo pulmonar (TEP) e o edema pulmonar sdo as mais
relevantes.

A primeira ocorre pela incapacidade temporaria do parénquima
residual em permitir oxigenagao sanguinea adequada e pode ser evitada
com uma avaliagdo funcional pré-operatéria adequada. Uma espirometria
simples evidenciando um VEF{<1L ou um valor predito pds-operatério menor
do que 800ml é forte indicio de complicacdes pds-operatorias, sendo contra-
indicativa para a realizagdo do procedimento®. A pneumonia esta associada
ao acumulo de secregdes, geralmente decorrente de fisioterapia e analgesia

inadequada e a ventilagdo mecanica prolongada e sua incidéncia varia de

“ Aubrée N, Grégoire J, Jacques LF, Piraux M, Guojin L, Lacasse Y, Deslauriers J.
Respiratory Complications after Pneumonectomy. An Analysis of Incidence, Risk Factors
and Outcome. (Presented at 83 AATS Annual Meeting; 2003 May 4-7; Boston, USA.
Proceedings).



4,8 a 21,8%°. O TEP é uma grave complicacdo associada aos fatores de
risco inerentes a este perfil de pacientes: idade avancada, presenca de
neoplasia e imobilizagao.

O edema pulmonar como complicagado pdés-operatéria pode ocorrer
apods qualquer tipo de procedimento e costuma estar relacionado a alguma
doengca cardiaca preexistente. Pode ainda ser decorrente de
tromboembolismo pulmonar, sindrome do desconforto respiratério do adulto
(SDRA) ou devido a sepse, pneumonia, aspiracao e fistula bronco-pleural.
Quando o edema pulmonar ocorre ap0s uma pneumonectomia, sem que
nenhum destes fatores esteja presente, denomina-se Edema Pulmonar pos-

Pneumonectomia (EPP).

1.1.Edema Pulmonar Pés-Pneumonectomia

Apesar de haver muitas informagdes na literatura a respeito da
mortalidade e complicagdes da pneumonectomia, o EPP ainda é pouco
conhecido. Talvez, porque a fisiopatologia que leva a esta complicagao
ainda esteja incerta. Do mesmo modo, ainda é pequeno 0 numero de
profissionais habituados a reconhecer e tratar este tipo de complicacao.
Além disto, é preocupante o fato de que muitas vezes ela é pouco valorizada
no manuseio do paciente apdés a pneumonectomia. Revisao sistematica
realizada em novembro de 2007 por meio da “Scientific Eletronic Library
Online” (Scielo), em torno da palavra pneumonectomia e “pneumonectomy”

resultaram em menos de duas dezenas de artigos’. Destes, somente um



artigo cita o EPP como complicacéo relacionada a operacéo®. Isto evidencia
que no Brasil este tema ainda nao tem sido valorizado. Este achado porém
nao nos impressiona, ja que a busca, realizada em novembro de 2007,
empregando o termo Postpneumonectomy Pulmonary Edema na National
Library of Medicine (PubMed) resultou em apenas 47 artigos® e apenas 2 no
LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude).

O EPP foi descrito pela primeira vez por Gibbon e Gibbon'", em 1942,
quando estes observaram que transfusao de plasma ou sangue em animais
submetidos a lobectomia causou edema pulmonar grave, insuficiéncia
respiratoria e obito. Desde entdo, varios autores tém relatado esta grave
complicagdo que, apesar da baixa incidéncia, esta associada a alta
mortalidade, com diagndstico e tratamento dificeis.

Classicamente, o EPP ocorre 2 a 3 dias apdés um periodo pos-
operatério sem intercorréncias, denominado periodo de Lua-de-mel
(“Honeymoon Period”). Pode ainda manifestar-se 12 horas a 6 dias apos
resseccao pulmonar. O quadro clinico geralmente inicia-se com dispnéia
leve e progressiva, hipoxemia e dificuldade na eliminagcdo de secregdes,
podendo haver febre. Ha rapida deterioracdo com evolugdo para
insuficiéncia respiratéria aguda e ventilagdo mecéanica com pressao positiva
apos aproximadamente 12 horas. Apesar de inicialmente ndo haver sinais
clinicos e radiolégicos de edema pulmonar, ocorre subito aparecimento de
infiltrado alveolar que progride rapidamente. Radiologicamente, ndo ha

diferenca destes achados para os encontrados na SDRA'.



O EPP ocorre em aproximadamente 3 a 5% dos pacientes
submetidos & pneumonectomia’®, podendo chegar a 12,2%'*. A mortalidade
€ muito alta, sendo relatada como 80 a 100% dos casos, apesar de que
alguns trabalhos obtiveram uma menor mortalidade, possivelmente
associando casos leves de EPP'>'®. O edema pulmonar pode ocorrer apds
ressecgdes menores como lobectomias. Nestas situagcdes, o termo EPP
ainda é frequentemente empregado.

Turnage e Lunn'" adotaram os seguintes critérios no diagnéstico do
EPP: (1) Presenca de dificuldade respiratoria ao exame clinico; (2) Presenca
de infiltrado pulmonar progressivo em exames radiograficos seriados de
térax; (3) Auséncia de critérios de faléncia cardiaca; (4) Auséncia de sinais
de pneumonia; (5) Auséncia de sinais de sepse e (6) Auséncia de sinais de
aspiragdo. Van de Werff et al."*, em seu estudo retrospectivo, classificam o
EPP por meio da analise radiografica em premanifesto e manifesto, este
ultimo com mais sinais radiolégicos de edema pulmonar.

Embora a fisiopatologia do EPP ainda nao esteja completamente
estabelecida, parece haver uma multifatorialidade de causas envolvidas na
formacdo do edema. Segundo Slinger'®, as causas mais provaveis sdo a
sobrecarga hidrica, a interrupcdo da drenagem linfatica, o aumento da
pressao de capilar pulmonar e o dano endotelial. Como causas possiveis, a
hiperinsuflagcdo pulmonar (volutrauma) e a disfungdo ventricular direita,
enquanto que causas questionaveis seriam a acao de citocinas e a

toxicidade de radicais livres.



Varias teorias tém sido propostas para justificar o edema pulmonar
decorrente da pneumonectomia, mas ainda nao se sabe quais fatores sao
predominantes. Dentre todos estes, a sobrecarga hidrica e o dano endotelial
configuram como as hipoteses mais aceitas. Neste contexto, avaliar a
existéncia ou nao de um processo inflamatério, desencadeado pela
pneumonectomia e que culmina com lesao do endotélio vascular pulmonar e
extravazamento de liquido para o intersticio, auxiliaria na prevencédo e
tratamento desta grave afecgcdo. O estresse oxidativo e a liberagdo de
radicais livres também podem desempenhar algum papel neste processo.

Modelos experimentais que analisem as alteragbes decorrentes da
pneumonectomia no pulm&o remanescente sdo escassos, sendo a maioria
relacionada ao crescimento compensatério. Ha poucos estudos que
reproduzem o EPP em modelos experimentais. Desenvolver um modelo que
represente esta afeccdo representa um importante passo para buscar

formas de prevengao e tratamento eficazes.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos agudos da
pneumonectomia esquerda sobre o pulmao remanescente de ratos quanto a
avaliagao funcional por gasometria e avaliacado histolégica por formacao de

edema, infiltrado inflamatdrio, estresse oxidativo e reatividade vascular.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.Historico

A resseccao de um pulmao como forma de tratamento para doencas
pulmonares foi realizada pela primeira vez, em 1895, por Sir William
MacEwen, um cirurgiao escocés da Universidade de Glasgow, em multiplas
etapas em um paciente com tuberculose e empiema. Infelizmente ele nao
obteve sucesso, assim como outros que o sucederam. Kummel, em 1910,
realizou uma pneumonectomia com ligadura do pediculo, mas o paciente
faleceu no 6° dia. A primeira ligadura individual dos elementos do hilo
pulmonar foi realizada por Hinz, em 1922, mas seu paciente faleceu por
insuficiéncia cardiaca no 3° dia. Churchill (1930), Archibald (1931) e
Ivanissevich (1933) também nao obtiveram éxito nesta operacdo. A primeira
pneumonectomia esquerda com sucesso foi realizada em dois tempos por
Rudolf Nissen (1930), em Berlim'®, porém, o crédito pela primeira
pneumonectomia bem sucedida é dado a Graham e Singer?’, que em 1933
publicaram a primeira pneumonectomia esquerda em bloco em um paciente
portador de carcinoma broncogénico. Curiosamente, Graham, que era
tabagista, faleceu de carcinoma de pulm&o em 1957, antes mesmo que seu
paciente?’. Overholt, em 1935, publicou a primeira pneumonectomia direita

com éxito no tratamento de um paciente com tumor carcindide®.



12

A partir de entdo, a pneumonectomia tornou-se o tratamento
padronizado para o carcinoma de pulmado, permanecendo assim por

aproximadamente uma década, até o relato de Churchill et al.?®

,» que
mostrou bons resultados nos tumores de pulmao tratados por meio de
lobectomia, mudando o paradigma do tratamento naquele momento®*.
Atualmente, a lobectomia pulmonar com esvaziamento mediastinal radical é
a operacdo padronizada para os tumores de pulmé&o localizados®.

A nomenclatura adotada em relagdo a extirpacédo cirurgica de um
pulmdo merece alguns comentarios, ja que pneumectomia e
pneumonectomia sdo termos utilizados como sinbnimos até mesmo no
dicionario Houaiss de Lingua Portuguesa®. Além disso, esta duvida ndo é
exclusiva da nossa lingua, pois provavelmente esta incerteza tem a mesma
idade que a cirurgia em si. Em seu trabalho pioneiro, Graham nao adotou em
nenhum momento pneumonectomia ou pneumectomia, preferindo utilizar o
termo “removal of an entire lung” (remogdo de um pulmdo inteiro)T,
possivelmente para evitar a polemizagdo em torno do termo correto. Neste
mesmo ano (1933), o Dr. Howard Lilienthal, em sua apresentacédo durante o
16° Encontro Anual da AATS (“American Association for Thoracic Surgery”),
foi duramente criticado pelo Dr. Graham por ter adotado a palavra
pneumonectomia em seu trabalho. Este ultimo, apesar de manter-se neutro
em seu artigo, defendia o termo pneumectomia, baseado no Dicionario

Oxford e em outros dicionarios?”. Atualmente, na literatura de lingua inglesa,

pneumonectomia predomina para definir a resseccdo de um pulméo, sendo

" Traducéo do autor
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pneumectomia utilizada com menor frequéncia ou no intuito de descrever a
resseccao de parte do pulm&o, como na cirurgia redutora do volume
pulmonar. Além disso, “pneumonectomy” € um descritor MeSH (Medical
Subject Heading) catalogado sob o cédigo E04.928.600.600, motivos pelos
quais adotaremos pneumonectomia, ao invés de pneumectomia, ao longo

deste trabalho.

3.2.Fisiopatologia do EPP

3.2.1. Sobrecarga Hidrica

Segundo alguns trabalhos, o excesso de volume recebido pelo
paciente no periodo peri-operatério tem relagcdo significativa com o
aparecimento do EPP, motivo da expressdo utilizada por Mathru e
Blakeman?®®: “don’t drown the down lung” (ndo afoguem o pulméo de baixo)*.
Zeldin et al.?® foram os primeiros autores a associar o EPP ao excesso de
volume peri-operatério. Analisando dados de alguns pacientes submetidos a
pneumonectomia e que evoluiram com EPP, encontraram diferenca
significativa no volume de liquido recebido nas primeiras 24 horas, quando
comparado ao grupo que nao desenvolveu edema. Mais recentemente,

Parquin et al.'® também relacionaram a hiperidratagéo (acima de 2000ml) no

periodo intra-operatério ao EPP. Trabalhos mais recentes tendem a

* Traducéo do autor
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questionar esta afirmacdo, por nao obterem diferengas significativas no

volume de liquido recebido.

3.2.2. Interrupgao da Drenagem Linfatica

Apesar de mecanismos de balangco das pressdes oncotica e
hidrostatica nos capilares pulmonares serem responsaveis pelo controle do
acumulo de liquidos no pulmao, os linfaticos parecem também desempenhar
um papel importante neste controle. Estima-se que, em condigbes normais,
o fluxo através dos vasos linfaticos pode aumentar de sete a dez vezes.
Entretanto, quando ha aumento da pressao hidrostatica devido a ressecgao
pulmonar, os linfaticos tornam-se ineficazes no controle desta drenagem,
acarretando acumulo de liquido no intersticio™°.

Nohl-Oser apud Slinger'® mostraram que a drenagem linfatica do
pulmao direito € em sua maior parte (90%) ipsilateral, enquanto que a
drenagem do pulmao esquerdo € dependente dos linfaticos contralaterais,
pois mais de metade (55%) destes passam para o lado direito ao nivel do
hilo pulmonar. Assim, a pneumonectomia esquerda nao interfere na
drenagem do pulmao direito, ao passo que a pneumonectomia direita
compromete a drenagem do pulmao esquerdo. De fato, Verheijen-

Breemhaar et al.’’

notaram maior incidéncia de EPP nas ressecgdes a
direita. A pneumonectomia direita é fator de risco para aumento de morbi-
mortalidade e os primeiros trabalhos evidenciavam maior incidéncia do EPP

neste tipo de resseccao.
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3.2.3. Hiperinsuflagao Pulmonar (Volutrauma)

Denomina-se volutrauma como a lesdo causada pelo volume. Apesar
de ser um termo questionavel, em fisiologia respiratdria, entende-se que este
trauma seja decorrente do excesso de volume inspiratorio na ventilagao
mecanica, causando lesdo por estresse alveolar>. Apdés uma
pneumonectomia, €& considerado como a lesdo que ocorre pela
hiperinsuflagdo do pulm&do remanescente. Deslauriers et al.”® ddo grande
importancia ao desvio mediastinal e ao volutrauma como causa do EPP. Em
sua série, praticamente todos os pacientes (11/13) que evoluiram com
edema tinham sistemas de drenagem convencionais, que permitem o desvio
das estruturas mediastinais para o lado ipsilateral e hiperinsuflagdo do
pulmao remanescente. Por outro lado, apenas dois pacientes que utilizaram
sistema de drenagem balanceada ou que n&o utilizaram dreno apresentaram
EPP. Justificam ainda que, apés pneumonectomias esquerdas, o mediastino
e o0 coragao oferecem maior resisténcia ao desvio do que o contrario, motivo
pelo qual o EPP é mais frequente apds pneumonectomias direitas. De modo

semelhante, Alvarez et al.®

, também considerando a hiperinsuflacao
pulmonar como fator etioldégico, preconizam a utilizagdo da drenagem
balanceada para prevenir o desenvolvimento do EPP.

A hiperinsulflacdo do pulmdo remanescente pode acarretar um

processo denominado de air block syndrome, no qual ha acumulo de ar na

bainha perivascular causando compressao das estruturas vasculares e
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hipertensdo pulmonar, ocasionando o EPP. Ramenofsky apud Deslauriers’
observaram que animais submetidos a pneumonectomia e que
desenvolveram hiperinsuflagdo pulmonar evoluiram com SDRA, resultando
em Obito, enquanto que animais mantidos sob drenagem balanceada tiveram
boa evolugdo. A analise histolégica dos animais evidenciou membrana

hialina, espessamento do septo intersticial e distensdo dos alvéolos.

3.2.4. Disfuncao Ventricular Direita

Reed et al.** demonstraram em seu estudo que pacientes submetidos
a ressecgao pulmonar evoluiram com disfungao ventricular direita. Houve
aumento do volume final diastélico do ventriculo direito e diminuigdo da
Fragédo de Ejecdo do Ventriculo Direito (FEVD) no 2° dia de pds-operatorio
(PO). Apesar de nao ter ocorrido neste grupo nenhuma alteragao na Pressao
Venosa Central (PVC), acredita-se que a disfungdo ventricular direita
também cause diminuicdo da drenagem linfatica. Nao houve aumento da
Resisténcia Vascular Pulmonar (RVP) nesta série estudada.

Como o comportamento das medidas pressoricas hemodinamicas no
pos-pneumonectomizado ainda é incerto, medidas simples como a PVC nao
sdo parametros fidedignos no controle do paciente. Okada et al.** também
observaram disfuncado ventricular direita, caracterizada pela diminuicao da
FEVD, além de aumento do volume diastdlico final do ventriculo direito
(VDfVD). No entanto, esta disfungdo ndo é suficiente para alterar a PVC,

talvez porque o ventriculo direito (VD) funcione como um reservatorio,



17

distendendo-se para adaptar-se ao aumento da pds-carga. Quanto as
demais medidas pressoricas, ndao ha alteracdo da Pressdo de Artéria
Pulmonar (PAP), embora haja incremento durante o exercicio. O aumento da
RVP parece ocorrer, embora nao haja consenso sobre este achado. Wittnich
et al®*®. demonstraram que a pneumonectomia pode levar a erro de
interpretacdo da Pressado de Capilar Pulmonar. O enchimento do baldo do
cateter de termodiluicdo (Swan-Ganz), ocluindo grandes ramos da artéria
pulmonar remanescente, pode diminuir o enchimento das camaras
esquerdas, resultando em falsa diminuicdo da Presséo de Atrio Esquerdo.

Uma medida fidedigna poderia ser obtida impactando o cateter em um ramo

periférico de pequeno calibre.

3.2.5. Dano Endotelial e Aumento da Permeabilidade Vascular

Mathru et al.>”, em estudo de cinco pacientes submetidos a resseccéo
pulmonar e que evoluiram com desconforto respiratorio grave, analisaram a
quantidade de proteina contida no aspirado traqueal destes pacientes,
observando que a sua relagdo com o nivel sérico foi maior do que 0,6. Fein

et al.®

evidenciaram que niveis altos de proteina no liquido do edema
pulmonar sugerem aumento da permeabilidade capilar pulmonar. Nesta
pequena série, todos o0s pacientes apresentavam pressdao de capilar
pulmonar normal, afastando a possibilidade de edema cardiogénico. O

aumento da pressao de artéria pulmonar sugerindo aumento do fluxo ou

vasoconstricdo pulmonar secundaria a hipoxia, podendo também ser
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decorrente do excesso de liquido administrado, levou os autores a acreditar
que o fator hidrostatico seja também importante na génese do edema
pulmonar. Porém, em vigéncia de débito cardiaco normal ou aumentado e
sem aumento da pressao de capilar pulmonar, sugere fortemente que o
aumento da permeabilidade capilar exerca o papel mais importante no EPP.

A permeabilidade do endotélio pulmonar foi medida por Waller et al.*
utiizando uma técnica descrita previamente para o estudo da SDRA
causada por sepse ou uso de drogas. Com a utilizagdo de albumina humana
marcada com tecnécio® injetada duas horas apés a cirurgia, e sua captagao
através de um “probe” portatii de captacdo cintilografica, os autores
evidenciaram que houve aumento da captagdo no pulmiao remanescente,
indicando haver um aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-
capilar. Neste mesmo estudo, foram realizadas medidas hemodinamicas,
como Pressdo de Artéria Pulmonar Média (PAPM), Pressao Arterial
Sistémica, Pressdo de Atrio Direito (PAD), Pressdo de Capilar Pulmonar
(PCP) e Débito Cardiaco (DC), além da dosagem de citocinas (fator de
necrose tumoral q, interleucina 8, selectina-E e elastase neutrofilica). Como
nao houve correlagcdo com outras medidas hemodindmicas, sendo o
aumento da Resisténcia Vascular Pulmonar (RVP), acredita-se que as
alteragcdes de permeabilidade sejam causadas pelo aumento do fluxo
sanguineo na microvasculatura pulmonar. Como o débito cardiaco se
mantém, a velocidade linear do sangue na microcirculagdo aumenta,
ocasionando maior estresse a parede endotelial, aumentando a

permeabilidade. Embora ndo tenham observado aumento nas citocinas
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neste periodo, os autores relataram uma relacdo entre a atividade
neutrofiica aumentada no periodo pré-operatério € o0 aumento da
permeabilidade capilar, sugerindo, entdo, haver varios fatores envolvidos na
etiologia do EPP.

O aumento da permeabilidade capilar explica a dificuldade que ha no
manejo do edema pulmonar neste grupo de pacientes, resistente as terapias
convencionais como diuréticos e vasodilatadores. O real efeito que ocorre no
endotélio pulmonar permanece ainda como uma incognita. Parece haver
pontos vulneraveis na microcirculagdo como as jungdes capilares que,
submetidas ao estresse, quer seja decorrente do aumento da velocidade do
fluxo sanguineo ou do estiramento dos capilares, sdo lesadas, levando ao
extravazamento para o intersticio®®. E possivel que, além de lesdes
endoteliais, haja degradacdo de proteoglicanas da matriz extracelular,
rompendo a membrana basal e contribuindo para o desenvolvimento do

edema®'.

3.3.Estresse Oxidativo

Sabe-se que o estresse oxidativo pode estar envolvido na patogénese
da SDRA. Nao se sabe ao certo qual o papel desenvolvido pelos neutrofilos
na sua etiologia. Porém, a ativagdo dos mesmos por mecanismos
inflamatorios em processos pulmonares agudos pode acarretar na liberagéao
de grandes quantidades de radicais livres desencadeando um processo de

defesa que culmina com a Lesdao Pulmonar Aguda (LPA). O peréxido de
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hidrogénio (H».O;) € um radical livre que reflete o estresse oxidativo
pulmonar. A fim de investiga-lo, Lases et al.** avaliaram 28 pacientes
submetidos a resseccado pulmonar (lobectomia ou pneumonectomia) por
carcinoma broncogénico. Com a medida de H;O, coletado a partir do ar
exalado condensado e da medida de MDA (malondialdeido urinario), um
marcador sistémico de estresse oxidativo, evidenciaram que houve aumento
destes marcadores somente nos pacientes submetidos a lobectomia e no
paciente submetido a pneumonectomia e que desenvolveu EPP. Nos
demais, nédo ocorreu elevagdo, sugerindo a possibilidade de que a
manipulacgao cirurgica da lobectomia, maior do que na pneumonectomia seja

a causa do estresse oxidativo. Williams et al.*®

, em estudo prospectivo,
concluiram que pacientes submetidos a ressecgcdo pulmonar sofreram
estresse oxidativo, e que este pode contribuir para a formagcdo do EPP.
Como os niveis de mieloperoxidade plasmatica aumentaram pouco nestes
pacientes, o papel da ativacao dos neutréfilos ndao pdde ser completamente
esclarecido neste estudo.

A ventilagdo monopulmonar executada durante o periodo operatério,
seguida de reexpansao pulmonar com reoxigenag¢ao do territério colapsado
isquémico também é tida como causa de lesédo de isquemia-reperfusao pela
produgao de radicais livres durante a reoxigenacgao. Esta lesdo de isquemia-
reperfusdo esta presente em situagdes como no edema pulmonar de
reexpansdo, na tromboendarterectomia pulmonar e nos transplantes

pulmonares. O mecanismo pelo qual esses radicais livres sdo liberados

permanece incerto, podendo estar associado a deplecdo de antioxidantes,
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como a superoxido desmutase, o metabolismo do acido araquidénico e
prostaglandinas durante a isquemia e a liberagdo de radicais livres
diretamente pela ativacdo de neutréfilos. O Oxido Nitrico também parece
desempenhar importante papel no mecanismo do estresse oxidativo, na
medida em que a inibicdo de sua liberacao previne a formagao de radicais

livres do tipo hidroxila**.

3.3.1. Oxido Nitrico e Oxido Nitrico Sintase

A busca pelo fator de relaxamento derivado do endotélio, um
fenbmeno que envolve acetilcolina, bradicinina, histamina, 5-
hidroxitriptofano, entre outras tantas substancias, culminou em diversos
estudos que levaram & associagdo deste fator ao Oxido Nitrico (NO). Até
entdo, ndo se sabia que células de mamiferos poderiam produzir NO de
maneira enddgena. Atualmente, sabe-se que sua sintese ocorre a partir do
aminoacido L-arginina, através da agdo das Oxido Nitrico Sintases (NOS),
um processo denominado via da L-arginina: NO**. O NO, até entdo
considerado um mero poluente atmosférico, € produzido pelas células de
mamiferos e participa de varios processos organicos, tanto fisiolégicos como
patoldgicos. A pesquisa em torno desta substancia atualmente se da em trés
grandes campos: o sistema nervoso, o0 sistema cardiovascular e a
imunologia da inflamagao. Isto porque foram nestes sistemas que foram
descritas a trés isoformas de NOS conhecidas até o momento: a endotelial

(eNOS), neuronal (NNOS) e a induzida (iNOS). As duas primeiras séo
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constitutivas e expressas nas células endoteliais e neurdnios,
respectivamente”®.

A eNOS ¢é dependente de calcio/calmodulina e libera pequenas
quantidades de NO, sendo responsavel por manter o tonus vascular. Forgas
de estresse atuantes sobre o endotélio, ou mesmo a ativagédo de receptores
do endotélio vascular, como a bradicinina ou a acetilcolina, levam a um
influxo de calcio. Por sua vez, o calcio estimula a NO sintase constitutiva
(eNOS), convertendo a L-arginina em NO, que se difunde para as células
musculares lisas vizinhas e aumenta a sintese de GMPc a partir do GTP. O
aumento da concentracdo de GMPc é responsavel pela vasodilatagao.

Ao nivel do sistema nervoso central, o NO liberado a partir da acédo da
NO sintase isoforma neuronal (nNOS) participa da transmissao neuronal,
estando relacionada ao processo de memoria.

Ja a isoforma induzida (INOS) é independente de calcio e é
estimulada a partir da ativagdo de macréfagos e por fatores pro-
inflamatorios, como endotoxinas bacterianas, interleucina-1 (IL-1), fator de
necrose tumoral a (TNF-a) e interferon y (IFN-y), gerando produgéao
sustentada e liberacdo de grandes quantidades de NO. Nas células
tumorais, bactérias, fungos e helmintos, o NO atua sobre o ciclo respiratério
e sintese de DNA, ocasionando a morte celular. Por outro lado, por nao ser
seletivo, o NO pode gerar lesao tecidual das células vizinhas, como a que
ocorre na lesdo pulmonar aguda induzida por endotoxinas. Além disso, a

vasodilatagao profunda decorrente do choque séptico esta associada ao NO
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produzido a partir do iINOS que, por meio da inibicdo da respiragcao
mitocondrial, também causa lesdo tecidual.

A LPA, assim como sua variante mais grave, a SDRA, sao
caracterizadas pela hipoxemia, edema pulmonar e opacidades radioldgicas.
Nestas afeccdes, o edema pulmonar é resultado da migracdo de células
inflamatdrias e do aumento da permeabilidade na membrana alvéolo-capilar.
Neste processo, varios mediadores estdo envolvidos, como citocinas,
interleucinas e TNF-a. Sabe-se também que na LPA decorrente de sepse,
ha um significativo aumento da produgdo de NO enddgeno, as custas
principalmente da iINOS, evidenciando o efeito deletério desta producéao
exacerbada. O bloqueio ndo seletivo da producdo de NO, utilizando
inibidores da NOS como L-NMMA (N®-monometil-L-arginina), em pacientes
com sepse e LPA, resultou em detrimento da fungéo cardiaca e aumento da
mortalidade. Embora o bloqueio seletivo da iINOS através da enzima 1400W
(N-3 aminometilbenzil acetamidina) tenha demonstrado diminuicdo da LPA
em modelos animais, o desfecho nestas situagcées nao foi alterado. Assim,
apesar da seletividade do NO produzido a partir da iINOS, seu efeito nos
diferentes tecidos ainda permanece uma incognita.

Lu et al.*”, com o emprego de um modelo experimental de perfusao
pulmonar isolada, evidenciaram aumento da expressdao de iINOS em
pulmdes submetidos a injuria de isquemia-reperfusdo. Seguramente, é um
dos principais fatores complicadores dos transplantes pulmonares, causando
extravazamento endotelial com perda funcional e faléncia do enxerto. Neste

modelo, também observaram tendéncia de diminuicdo da atividade da NOS
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constitutiva e que o NO enddgeno exerceu efeito protetor contra a injuria de
isquemia-reperfusao.

O estudo da asma é linha de pesquisa no laboratério de terapéutica
experimental da FMUSP. A correlagcdo da inflamagao alérgica cronica de
vias aéreas em modelos animais e o estudo da NOS foram focos de diversas

48,49 tilizaram um modelo

publicacbes deste laboratorio. Prado et al.
experimental de asma em cobaias, induzida com a inalagdo de ovoalbumina
em solucao fisiologica. Neste modelo, a analise indireta da NOS, através da
administracao de inibidores L-NAME (ndo seletivo) e 1400W (seletivo para
iINOS), mostrou que animais que receberam L-NAME apresentaram
broncoconstricdo e aumento da deposi¢cdao do colageno, enquando que o
bloqueio seletivo da iINOS com 1400W teve efeito protetor atenuando a
broncoconstricdo e o processo inflamatério e de remodelamento das vias
aéreas. Assim como em outros tecidos, o efeito deletério da iINOS e o efeito

protetor das NOS constitutivas também ficam caracterizados nas vias

aéreas.

3.4.Modelos Experimentais de Pneumonectomia

O maior desafio ao animal submetido a resseccdo pulmonar total é
manter adequada troca gasosa frente a perda de parénquima. Esta
compensacao ocorre por meio de dois mecanismos: aumento da capacidade
de difusdo no pulmao remanescente e o crescimento compensatoério. Apesar

deste crescimento compensatério ter sido documentado em diversas
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especies, como coelhos, camundongos e caes, a resposta € mais
caracteristica no rato. Neste animal, a pneumonectomia esquerda
representa a ressecg¢ao de 35% do parénquima pulmonar. Apds a operagao
ocorre crescimento em ritmo acelerado do pulmao remanescente e a massa
total pulmonar reestabelece-se em aproximadamente 14 dias®. Varios
modelos animais tém sido estudados para se avaliar o crescimento
compensatoério pdés-pneumonectomia, sobretudo nas ultimas duas décadas,
evidenciando grande preocupag¢ao da comunidade cientifica no que tange o
aspecto crénico da cirurgia. Infelizmente, pouco se sabe em relagdo aos
aspectos imediatos do status pds-pneumonectomia.

Zeldin et al.?® foram pioneiros, tanto na identificacdo de uma condigéo
critica em pacientes recém-operados como na busca de um método de
entendimento da doenca. Ao analisarem dez pacientes submetidos a
pneumonectomia e que tiveram 6bito, observaram que em todos estes casos
houve balango hidrico positivo, estatisticamente significativo quando
comparado a um grupo controle. Para reproduzir este efeito, submeteram 17
caes a pneumonectomia, infundindo maior quantidade de volume em 13
caes. Destes, seis desenvolveram EPP, enquanto que, no grupo controle,
nenhum evoluiu com edema. Este foi o primeiro trabalho que tentou
reproduzir experimentalmente o EPP em modelo animal. No ano seguinte,
Lee et al.>’ contrariavam o trabalho de Zeldin publicando um estudo em caes
pneumonectomizados a esquerda e que ndo manifestaram edema pulmonar

com a pressao de enchimento atrial normal.
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Williams et al.®?

procuraram reproduzir lesdo pulmonar em ratos
submetidos a ventilagdo monopulmonar e, em seguida, a pneumonectomia
direita, sugerindo que o aumento da pressdo de artéria pulmonar e o
consequente aumento da pressao hidrostatica ndo seriam suficientes para
justificar a leséo induzida, e sim, a presencga de radicais livres de oxigénio,
potencial indutor para as lesdes pulmonares.

Baseados no crescimento compensatério apresentado nos modelos

animais, Sakuma et al.*®

analisaram a variagao do clearance de liquido
alveolar ao longo do tempo em animais submetidos a pneumonectomia,
concluindo que a capacidade de remover liquido dos alvéolos do pulméo
remanescente € mantida em niveis normais até o sétimo dia pds-operatério,
estando aumentada no 14° e 28° dias. O mecanismo regulatorio parece ser
devido ao aumento do numero de células tipo Il e pelo “upregulation” dos
canais apicais de sodio, responsaveis pela absorcgéao.

O clearance de liquido alveolar também sofre influéncia de horménios,
como os glicocorticoides. Estes exercem efeitos variados sobre o organismo,
atuando como moduladores do metabolismo celular, proliferacdo e
diferenciacdo, resposta antiinflamatéria e homeostasia de liquidos e
eletrdlitos. Existem evidéncias de que a absorcao de liquido de pulmdes em
desenvolvimento seja regulada por glicocorticoides e de que possam
propiciar a maturacao dos pulmdes de neonatos prematuros. Entretanto, a
atuacdo destes horménios no tratamento do edema pulmonar ainda é

incerta. Noda et al.**, em estudo laboratorial com ratos Sprague-Dawley,

observaram que o tratamento com dexametasona ocasionou aumento do



27

clearance de liquido alveolar e este aumento foi inibido por amiloride,
concluindo que a agao deste glicocorticéide ocorre com a modulagdo dos
canais de sodio e da bomba de Na*/K* ATPase.

Seidel et al.®>*®

estudaram o efeito da pneumonectomia em animais
(ratos Wistar) portadores de diabetes mellitus induzido, evidenciando
aumento do numero de infecgdes e baixa taxa de crescimento
compensatério do pulmdo remanescente. Os aspectos imediatos da
operacao nao foram analisados nestes animais.

Em tese desenvolvida em nosso departamento, Bernardo et al.57, em
estudo para analise da remodelacdo vascular em modelo de isquemia
pulmonar aguda e crdnica, mostrou que a simples ligadura da artéria
pulmonar esquerda causou edema no pulmao direito em 86% dos casos e
em 100% dos pulmdes esquerdos. Neste modelo, observou que nao houve
aumento do edema a direita no decorrer de 1, 7, 30 e 60 dias de pos-
operatdrio e o edema a esquerda se reduziu gradativamente, concluindo que
provavelmente a circulagdo brénquica supre a irrigacdo sangulinea do
parénquima pulmonar cuja artéria foi ligada, evitando sua necrose.

Tragando-se um paralelo com a Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA), sabe-se que esta é precipitada por varios
fatores, como mediadores proé-inflamatérios e anti-inflamatérios, ativados
pelo sistema imunolégico e por meio de uma intrincada reagdo em cadeia a
partir de um fator desencadeante, seja ele infeccioso ou inflamatério. No

EPP, que € o modelo da SDRA relacionada a resseccdo pulmonar, ndao se

sabe se estes mediadores estdo presentes, nem se ha associagdo a
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formagdo do edema pulmonar. Havendo mecanismos inflamatérios
envolvidos em sua génese, seguramente O estresse oxidativo é parte

integrante deste processo.




METODOS
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4. METODOS

Utilizamos 31 ratos machos da raga Wistar, ndao-SPF (specific
pathogen free), com peso médio de 300g, fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP).

Os animais foram submetidos ao procedimento operatério no
Laboratério de Pesquisa em Cirurgia Toracica (LIM 61) e em parceira com
os Laboratérios de Poluicdo Atmosférica (LIM 05) e de Terapéutica
Experimental (LIM 20) da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo. Ap6s a operagao, foram mantidos em gaiolas individuais no biotério
do mesmo laboratorio.

Os animais receberam agua e ragao balanceada ad libitum, e foram
tratados durante todo o experimento segundo as normas internacionais
vigentes estabelecidas no “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of
Scienses, Washington D.C., 1996) e seguindo aos principios éticos na
experimentacdo animal da legislagdo brasileira e do Colégio Brasileiro de
Experimentacao.

O presente estudo (Protocolo de Pesquisa SDC 2398/04/018) teve
aprovacéo da Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa —

CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
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Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de 10 de margo de

2004.

4.1.Estudo Piloto

O presente estudo seguiu a um estudo piloto inicial, inicialmente para
determinar a pneumonectomia a ser realizada. Embora na grade maioria das
pesquisas realizadas sobre a pneumonectomia, tendo o rato como modelo
experimental, tenha sido abordado o lado esquerdo, Williams et al.®
realizaram a pneumonectomia direita em seus animais. Contudo,
observamos que animais submetidos a pneumonectomia direita evoluiram
rapidamente com insuficiéncia respiratéria e ébito e a analise macroscopica
dos pulmbdes esquerdos remanescentes evidenciava congestdao pulmonar
importante, levando-nos a concluir ser impossivel praticar esta operagao
neste modelo experimental.

Uma vez estabelecida a operagdo, submetemos cinco animais a
pneumonectomia esquerda com sacrificio em tempos distintos: 4, 24, 48, 72
horas e 7 dias. Com este escalonamento, tentamos estratificar e
compreender as transformacgdes que ocorrem no parénquima pulmonar e se
as mesmas sao tempo-dependentes. Apds o sacrificio, os pulmdes direitos
foram fixados em formalina a 10% sob imersdo e através de instilagao
gravitacional intra-traqueal da mesma solugao por 24 horas. Os quatro lobos

(superior, médio, inferior e retrocaval) foram seccionados e blocados em

parafina, sendo confeccionadas laminas para analise histolégica com
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coloracdo de hematoxilina/eosina. A avaliagdo da presengca ou nao de
edema pulmonar se deu através da analise do espago perivascular dos
ramos arteriais distais. O achado de infiltrado perivascular presente nos
animais submetidos a pneumonectomia, principalmente naqueles
sacrificados apods 24, 48 e 72 horas, sugeriu a necessidade de prosseguir a
investigacao, a fim de comprovar objetivamente estes achados iniciais. As
maiores alteracdes histolégicas foram identificadas nos lobos inferiores.

Assim, dividimos 30 animais em cinco grupos, de acordo com o
momento de sacrificio: 4, 24, 48, 72 horas e 7 dias. Em cada grupo,
submetemos 3 animais a pneumonectomia esquerda e 3 a operagao sham
(falsa pneumonectomia). Apds a operagao, os animais foram encaminhados
ao biotério, recebendo alimentagdo e agua ad libitum. Apds o sacrificio, os
pulmbes direitos foram pesados e fixados em formalina e encaminhados
para confeccdo de blocos parafinados. A analise histologica foi realizada
através de medidas de point-counting® da area perivascular, correspondente
ao edema perivascular. Analisamos também o ganho de massa pulmonar
proporcional e o infiltrado inflamatdrio, observando maiores alteragdes nos
animais sacrificados em 48 e 72 horas.

Baseados nestas alteragbes, decidimos realizar um estudo
experimental com énfase na fase aguda do periodo pés-operatério, fixando o
sacrificio dos animais em 48 e 72 horas e adotando um grupo controle

submetido a operacao sham.

$ Esta técnica baseia-se na utilizagdo de um reticulo de area conhecida e adaptado & ocular
do microscépio oOptico. Por meio da correlagdo entre a area deste reticulo, neste caso
formado por 50 retas e 100 pontos, e o corte histolégico € possivel obter diversas medidas
semi-quantitativas, como area alveolar, diametro alveolar e area perivascular.
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4.2.Desenho Experimental

Trinta e um animais foram distribuidos em 4 grupos, de acordo com o
tratamento (pneumonectomia ou operagdo sham — controle) e o tempo de
sacrificio (48 ou 72 horas apos a intervengao).

Vinte e um ratos foram submetidos ao tratamento (pneumonectomia),
sendo sacrificados em tempos distintos: onze sacrificados em 48 horas e 10
sacrificados em 72 horas.

Como grupo controle ao tratamento, dez animais foram submetidos a
operacao sham, sendo sacrificados em 48 horas (5 animais) e 72 horas (5

animais). O desenho experimental segue abaixo:

31 ANIMAIS

| |
PNEUMONECTOMIA SHAM
21 ANIMAIS 10 ANIMAIS

SACRIFICIO 48h SACRIFICIO 72h SACRIFICIO 48h SACRIFICIO 72h
11 ANIMAIS 10 ANIMAIS 5 ANIMAIS 5 ANIMAIS
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4.3.Operagao

4.3.1. Preparo Anestésico

Os animais foram sedados em camara contendo anestésico inalatério
isoflurano (Isothane, Baxter). Apds a sedacdo, foram colocados em um
suporte de intubagdo, sendo mantidos suspensos pelos dentes incisivos
superiores e intubados com laringoscopio pediatrico e lamina adaptada para
pequenos animais, utilizando-se canula plastica de polietileno 14G e 7cm de

comprimento (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Camara utilizada para sedagao com isoflurano inalatério
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Figura 2. Suporte para intubagdo com o animal sendo mantido suspenso pelos dentes
incisivos. A intubagédo é realizada com laringoscopio pediatrico e lamina adaptada para
pequenos animais

A seguir, foram pesados em balanca digital (Filizola®) e a canula,
conectada ao ventilador mecéanico para pequenos animais (Harvard
Apparatus, modelo 683), com volume corrente de 10ml/kg de massa corporal
e frequéncia respiratéria de 80 ciclos por minuto. A anestesia foi mantida
com isoflurano a 2% utilizando-se um vaporizador multiagente Takaoka (K.
Takaoka modelo 1415), com 100% de oxigénio e fluxo de 0,5L/min (Figura

3).
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Figura 3. Bancada operatdria contendo ventilador para pequenos animais (Harvard
Apparatus, modelo 683), vaporizador multiagente Takaoka e estereomicroscépio Karl Zeiss

4.3.2. Cirurgia

4.3.2.1. Grupo Pneumonectomia

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito, sendo
realizada a tricotomia do hemitérax esquerdo. A toracotomia lateral foi
realizada ao nivel do quinto espaco intercostal, sendo utilizado afastador de
iris para afastamento das costelas. Exposta a cavidade pleural esquerda, o
ligamento pulmonar inferior foi liberado com disseccao cuidadosa, a fim de

evitar a abertura da cavidade pleural contralateral (Figura 4).
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Figura 4. Toracotomia péstero-lateral ao nivel do quinto espacgo intercostal esquerdo, com
exposigao do pulmao e liberagao gentil do ligamento pulmonar inferior

A ligadura das estruturas hilares foi realizada em bloco, com algodao

3-0 e seccado com retirada da pega (Figura 5). Apds a ligadura do pulmao

esquerdo, o volume corrente foi diminuido para 8ml/kg.

o

e

igura 5. Ligadura em bloco do hilo pulmonaf'esqerdo com algodéo 3-0 e retirada da peca
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ApoOs a limpeza da cavidade pleural com a retirada de sangue e
coagulos, um cateter 19G utilizado como dreno pleural foi posicionado
através da incisdo. A sintese foi realizada em trés planos (intercostal,
muscular e cutadneo), com fio de nylon 4-0. O dreno pleural foi mantido até o

término do fechamento, imerso em selo d’agua, sendo retirado ao fim da

operacao (Figura 6).

Figura 6. O fechamento da toracotomia foi realizado com nylon 4-0 em trés planos
(intercostal, muscular e pele). O dreno pleural foi mantido até o fechamento

Por fim, a anestesia foi interrompida com o fechamento do
vaporizador multiagente e a ventilacdo mecanica, mantida com oxigénio a

100% até a superficializagdo e extubagao do animal.

4.3.2.2. Grupo Controle (Operagao Sham)

Neste grupo, de maneira semelhante, os animais foram posicionados

em decubito lateral direito, sendo a toracotomia lateral realizada ao nivel do
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quinto espaco intercostal. A fim de mimetizar a manipulagao cirurgica da
pneumonectomia esquerda, foi realizada a liberagao do ligamento pulmonar
inferior por meio de dissec¢ao romba.

A drenagem pleural foi realizada com cateter 19G utilizado como
dreno pleural e posicionado através da incisdo, durante o fechamento da
toracotomia. A sintese foi realizada em trés planos (intercostal, muscular e
cutaneo), com fio de nylon 4-0, e o dreno pleural foi retirado ao fim da

operacgao.

4.4. Sacrificio

De maneira semelhante a operagao, os animais foram submetidos a
indugdo anestésica em cadmara com inalacdo de isoflurano. Uma vez
intubados, foram novamente pesados e mantidos sob ventilagdo mecanica
no ventilador Harvard modelo 683 com mistura de O, e isoflurano a 2%,
volume de 8ml/kg e freqiéncia respiratéria aproximada de 80 ciclos por
minuto. Através de laparotomia mediana, realizou-se a exposi¢ao da aorta
abdominal e coleta de 0,5ml de sangue arterial em seringa heparinizada
para analise de gases. Em seguida, a aorta foi seccionada para

exanguinacao e sacrificio (Figura 7).
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3 & ke T8 Y
Figura 7: Exposicdo da aorta abdominal para coleta de sangue para realizagdo de
gasometria arterial e sacrificio com exsanguinagao por sec¢ao da mesma

4.4.1. Dissecgao da Pecga

Apés o sacrificio, os animais foram submetidos a esternotomia
mediana e o bloco coragdo-pulmao retirado através de disseccdo das
estruturas mediastinais. A traquéia foi seccionada ao nivel do primeiro anel
traqueal.

Utilizando-se um estereomicroscopio (Zeiss, mod. Stemi DRC) com
aumento até 16x, o bloco foi dissecado sendo retirados o coragao e todo
tecido mediastinal excedente, restando apenas os pulmdes e a traquéia. Nos
animais submetidos a operagdo sham, o pulmao esquerdo foi retirado com

ligadura em bloco do hilo pulmonar esquerdo (Figura 8).
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Ligadura BFE

e, . Lobo supefior
Ligadura BLID———"

Lobo médio

Lobo retro-cava

Figura 8. Peca utilizada para a determinagcéo do peso umido e do peso seco, consistindo da
traquéia e de trés lobos: superior, médio e retrocava (vista posterior). No detalhe, o pulmao
direito expandido e ainda com quatro lobos. BFE: Bronquio fonte esquerdo; BLID: Brénquio
do lobo inferior direito.

Esta peca contendo traquéia e pulméao direito foi pesada em balanca
digital de precisdo (Mettler Toledo® modelo AG204) para obtencdo do peso
umido do pulmé&o direito. Em seguida, o lobo inferior direito foi ressecado sob
moderada insuflacdo e fixado em formalina tamponada a 10% para a
realizacdo da analise histologica. A pega restante, contendo a traquéia e os
lobos superior, médio e retrocava, foi utilizada na determinacédo da relagao
do peso umido e do peso seco — Razdo U/S (wet-to-dry weight ratio).
Inicialmente, esta pecga foi pesada em balanga digital de precisdo para
determinacdo do peso imido. Em seguida, foi mantida em estufa (Fanem®) a
56°C por 72 horas e, apos este periodo, novamente pesada em balanca

digital de precisao para obtengéo do peso seco.
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4.5. Analise Funcional e Histolégica

A anadlise do efeito da pneumonectomia sobre o pulmao
remanescente dos animais foi baseada na avaliagao funcional e histoldgica.
A avaliagao funcional foi realizada através de coleta de sangue arterial e
analise gasométrica para obtengao da pressao parcial de oxigénio (pO3). A
partir da relagao entre este dado e a fragcado inspirada de oxigénio (FiOy)
obteve-se a relagdo pO,/FiO,, uma medida direta para analise da troca
gasosa.

A avaliagao histologica dos pulmdes remanescentes foi realizada com
o intuito de analisar o grau de edema perivascular, a presenca de infiltrado
inflamatorio, a presenca de marcadores imunoistoquimicos de estresse
oxidativo e o grau de reatividade vascular. A metodologia desta avaliagao
sera pormenorizada ao longo deste capitulo.

Quanto ao edema pulmonar, utilizamos ainda outras duas medidas: o
ganho de massa pulmonar em razdo do peso corpéreo do animal (indice
Pulmonar — IP) e a razdo entre 0 peso umido e o peso seco dos pulmdes

remanescentes no momento do sacrificio (Razédo U/S).

4.5.1. Avaliagcao Funcional Pulmonar

O sangue arterial coletado por puncdo da aorta abdominal no

momento de sacrificio dos animais foi acondicionado em seringa

heparinizada, resfriado e encaminhado imediatamente para analise em
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Analisador de Gases Sanguineos (Radiometer Copenhagen modelo ABL
555) do Laboratério de Investigacdo Médica da Disciplina de Anestesiologia
da FMUSP. Foram obtidos pO,;, pCO,, BE, HCO; e saturacdo da
hemoglobina pelo oxigénio (sO;). Lembrando-se que a fragao inspirada de
oxigénio durante o momento do sacrificio foi 1,0 (100% de oxigénio), a
relacado entre a pO,/FiO, foi obtida como medida para avaliagao funcional da

troca gasosa pulmonar.

4.5.2. Avaliagao Histologica

A avaliagao histologica foi realizada no lobo inferior direito, uma vez
que os demais lobos foram utilizados para determinacao do peso seco apos
secagem em estufa por 56°C e 72 horas. O lobo inferior foi retirado sob
moderada insuflagéo e imerso em formalina tamponada a 10% para fixagao.
Apods 24 horas, o material foi recortado e encaminhado para confecgédo de
blocos de parafina, coloragdo com hematoxilina/eosina e laminas para
reacao imunoistoquimica.

Por meio da analise microscépica, buscou-se obter sinais de edema
pulmonar perivascular, através da criagdo de um indice denominado indice
de Edema Perivascular (IEP). A fim de determinar o grau de inflamagao
decorrente da operacgao, foi realizada a contagem de neutréfilos e medida de
sua densidade relacionada a area alveolar, obtendo-se o infiltrado
inflamatdrio. A analise da expressao imunohistoquimica tecidual de iINOS e

de eNOS foi realizada para avaliacdo do estresse oxidativo. Por fim, para
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avaliar o grau de reatividade vascular decorrente da pneumonectomia,
realizou-se a analise de artérias pulmonares de pequeno calibre para

obtencao da razao luz-parede (lumen/wall ratio).

4.5.2.1. indice de Edema Perivascular (IEP)

O modelo de sistema linfatico pulmonar baseia-se na existéncia de
dois compartimentos: o primeiro, no espaco intersticial que contém os vasos
linfaticos terminais e o segundo, o espacgo perivascular por onde os vasos
linfaticos drenam o intersticio®®. Assim, para que haja acimulo de edema
intersticial e alveolar ocorre inicialmente a saturagao do espago perivascular,
nesta situagao também denominado de “cuff” perivascular.

A medida do “cuff” perivascular foi realizada utilizando-se o programa
UTHSCSA Image Tool versao 3.0, um processador de imagens
desenvolvido pelo “Department of Dental Diagnostic Science of the
University of Texas Health Science Center”, San Antonio, USA. Este

1.°° em tese desenvolvida no mesmo

programa foi utilizado por Monteiro et a
laboratério, para a mensuragdo da espessura dos ventriculos, bem como
das areas das cavidades ventriculares em um modelo experimental de
enfisema em ratos induzido por papaina, mostrando ser adequado para a
analise de imagens capturadas digitalmente.

As imagens digitais dos vasos para anadlise do “cuff’ perivascular

foram obtidas a partir das laminas dos lobos inferiores dos animais, corados

com hematoxilina e eosina. Utilizou-se para tanto o analisador de imagens,
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composto por microscopio Nikon (modelo Eclipse E200), cAmera de captura
de video Samsung conectada a monitor Gradiente e placa de captura Dazzle
DVC 90 (Pinnacle™ Systems Inc.). O programa utilizado para a captura da
imagem digital foi Pinnacle™ Studio Plus versdo 9.3 e o aumento 6ptico foi
de 400x (Figura 9).

Para cada animal, foram obtidas vinte imagens digitais de vasos com

didmetro maximo de 75um, para que pudessem ser inteiramente analisados

no monitor do analisador de imagem.

Figura 9. Sistema de captura de imagens composto de microscopio (1), cAmera de captura
(2), monitor (3), placa de captura (4) e microcomputador (5)

Todas as imagens obtidas foram analisadas por dois observadores
independentes, cegos em relagao a identificagdo dos animais de cada grupo.
A unidade de medida foi pixels e a unidade de area, pixels®. Os indices
obtidos, por se tratarem de relagdes, foram dados em numeros absolutos. A
medida inicial, denominada Area do Vaso (AV), foi obtida com a delimitacéo

da membrana basal do vaso analisado (Figura 10). A segunda area,
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denominada Area Perivascular Total (APT), foi obtida com a marcacgéo do

“cuff perivascular”, incluindo o vaso (Figura 11).

nmwmmmmm%
28] N weda) o) A0 258 Gled LA sldlEle] 1| D 2

1718100

o.on
1718100

wn350 ya2B4wn[176.142170]  aren = 17181 00 poels® Mum
Figura 10. Area do vaso (AV) medlda em plxels atraves do programa UTHSCSA Image
Tool. Neste exemplo, AV= 17181p|xels
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Figura 11. Area perivascular total (APT) medlda com o uso do programa UTHSCSA Image
Tool, correspondendo a 37337p|xels
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A Area de Edema Perivascular (AEP) foi obtida por meio da APT
menos a AV (Figura 12). A razdo da AEP e da AV foi denominada de indice

de Edema Perivascular (IEP) e expresso em numeros absolutos:

IEP = AEP/AV
Onde: AEP = Area de Edema Perivascular = APT - AV
AV = Area do Vaso
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Figura 12. Area de edema perivascular (AEP), obtida a partir da subtracdo da area do vaso
(AV) da area perivascular total (APT). Neste exemplo, a area de edema perivascular foi
igual a 20156pixe|s2 (APT-AV) e 0 IEP, igual a 1,173.

O IEP médio por animal foi dado pela média dos vinte vasos

analisados e IEP correspondentes.

4.5.2.2. Infiltrado Inflamatorio

Os neutréfilos desempenham papel fundamental no processo

inflamatério agudo e sua presenga infiltrando o tecido alveolar € um
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indicador de atividade inflamatéria. Neste modelo, esta atividade foi avaliada
por meio da densidade de neutrdfilos. A contagem de neutréfilos foi
realizada manualmente nas laminas coradas com hematoxilina e eosina.
Foram analisados 20 campos aleatorios no aumento de 400x de parénquima
pulmonar. Quando houve duvida na identificagéo do tipo celular, utilizou-se
aumento de 1000x com dleo de imersao para a confirmacgao.

Os campos pulmonares foram analisados utilizando-se o analisador
de imagens detalhado na pagina 37. Um reticulo, de tamanho conhecido,
conforme descrito por Flo et al®® foi sobreposto ao monitor de video. No
aumento de 400x, a area total correspondente a este reticulo é de 5625um?
(Figura 13).

O numero de vezes que estruturas do parénquima pulmonar
coincidem com os pontos determina a area alveolar (AA). Esta medida é
importante para determinar a densidade de neutréfilos (DN) que é dada pelo
namero de neutréfilos por area alveolar. Para cada campo pulmonar,
determinamos a DN e a média destes vinte campos resultou na DN do

animal correspondente. A unidade de medida utilizada foi neutréfilos/10um?:

AA = (Numero de pontos coincidentes / 61) x 5625um?

DN = Numero de neutrofilos por campo/AA
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Figura 13. Reticulo acoplado ao monitor de video utilizado para contagem do ndmero de
neutrdéfilos por area alveolar para determinacdo da densidade de neutrdfilos

4.5.2.3. Estresse Oxidativo

A avaliagao do estresse oxidativo foi realizada por meio da analise da

imunoexpressao das isoformas induzida e endotelial da NO sintase.

4.5.2.3.1. Expressao de iNOS

Para a reagao imunoistoquimica, antissoro monoclonal contra iINOS
de camundongos (IgG2a - INOS/NOS Type Il - N32020 — BD Transduction
Laboratories, San Diego, CA) foi utilizado como antisoro primario para as
laminas, que foram incubadas por 24 horas. Apds trés lavagens por cinco
minutos em TBS (“Tris-buffered saline”), as laminas foram novamente

incubadas em anticorpo secundario (LSAB+AP Link Universal, Dako Corp.)
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por 30 minutos a 37°C e lavadas novamente por trés vezes em TBS. A
seguir, foram cobertas com fosfatase alcalina pré-diluida (LSAB + AP -
Streptavidin AP - Dako Corp.) e o material, incubado em substrato Fast Red
TR (Sigma Chemical Co.) por 6 minutos e corados com hematoxilina

levemente por 1 minuto.

A anadlise da expressdo da iINOS foi realizada pela contagem do
numero de células marcadas por um observador cego com relagdo ao
estudo e com ampla experiéncia e estudo na area de NO sintase e sua
forma induzida. Para tanto, foi utilizado microscopio éptico comum (CH30
Olympus), utilizando-se a técnica do point counting com o auxilio de um
reticulo de 50 retas e 100 pontos, de area conhecida (1O4um2 no aumento de
1000x), sobreposto a ocular do microscépio. Foram analisados dez campos
de alvéolos no aumento de 1000x. Os resultados foram expressos pela

média do nimero de células iINOS positivas nos dez campos por 10*um?

(Figura 14).

T & ;8
Figura 14. Fotomicrografia de laminas do lobo inferior direito em aumento de 1000x para

analise da expressdao de iINOS em células alveolares. Na figura da esquerda, nota-se
comparativamente menor expressao
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4.5.2.3.2. Expressao de eNOS

Para quantificar a expressdao de eNOS foi utilizado o anticorpo
monoclonal especifico para eNOS (Rb9279p — Neomarkers, Tremont, CA).
Inicialmente, as laminas foram incubadas em camara umida por 30 minutos
a temperatura ambiente com solugdo bloqueadora seguida do anticorpo
monoclonal especifico para eNOS. Apds trés lavagens em TBS por 5
minutos, as laminas foram incubadas com fosfatase alcalina conjugada
(LSAB+AP-Streptavidin AP - Dako Corp., Carpinteria, CA) por 30 minutos a
37°C, e em seguida, novamente incubadas em substrato Fast Red TR por 6

minutos, sendo corados levemente com hematoxilina por 1 minuto.

A expressao da eNOS em células endoteliais da parede vascular foi
quantificada pela analise das imagens utilizando um software especifico
(Image Pro Plus v.4.1, 1998, Media Cybernetics, USA). As imagens foram
obtidas através de um microscopio Leica DMR (Type 020-525.024,
Germany) conectado a uma camera JVC (TKC1380 Digital Colour Video
Camera, Japan) e, por sua vez, ao computador. As andlises foram
realizadas por observador cego ao estudo e com amplo dominio na analise
de eNOS. A area total da parede vascular e a area com positividade para
eNOS foram medidas em nove a dez vasos por animal, em aumento de
200x. A area percentual positiva para eNOS foi expressa como a relacao

entre a area positiva para eNOS e a area total da parede vascular.
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4.5.2.4. Grau de Reatividade Vascular

A relagdo entre a luz do vaso e a parede da artéria € um dos
parametros utilizados para analisar o tébnus vascular, que & regulado por
fatores vasoconstritores e vasodilatadores.

Os vasos para esta andlise devem preencher alguns critérios: a)
estarem adjacentes aos bronquiolos alveolares e, portanto, possuirem
didmetros semelhantes entre si; b) Representarem uma secgéo transversal
verdadeira, com variagdo minima entre o maior e o menor diametro do
vaso®’.

Baseados nestes parametros, foram obtidas 5 a 10 imagens de vasos
que foram digitalizados com o emprego do sistema de captura de imagens
utilizado anteriormente composto por microscépio, camera de captura,
monitor, placa de captura de imagem e microcomputador. Todas as imagens
foram analisadas por dois observadores independentes e cegos em relagao
a identificacdo dos animais de cada grupo. Utilizando-se o software

UTHSCSA Image Tool versao 3.0, a area da luz vascular foi analisada com a
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ferramenta de medida de area. A esta medida demos o nome de Area

Luminal (AL) e a unidade adotada foi pixels? (Figura 16).

g
G e o A Bl e e

I

162210} erea

Figura 16. Vaso demonstrando intensa vasoconstricdo, com diminuigdo da luz. A Area
Luminal (AL) foi demarcada com auxilio do software Image Tool verséo 3.0

Para delimitar a espessura da parede do vaso, utilizamos a mesma
ferramenta de medida de area, demarcando-se a membrana basal do vaso
analisado. Esta medida, igual & utilizada para analisar o indice de Edema
Perivascular, foi denominada AV, cuja unidade também é pixels? (Figura 17).
A area da parede do vaso, denominada de Parede Vascular (PV), foi obtida

a partir da AV menos a AL.
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Figura 17. Medida da Area do Vaso (AV), utilizando-se o software Image Tool 3.0.
Subtraindo-se a AL da AV, temos a Area da Parede Vascular (PV) e a razdo AL/PV
corresponde a Razao L/P.

A Razéo Luz-Parede (Razédo L/P) é dada pela seguinte equagéo e,

assim como o |IEP, sua unidade é dada em numeros absolutos:

Razao L/P = PV/AL
Onde: PV = AV-AL
AV = Area do Vaso

AL = Area da Luz do Vaso

Os valores por animal foram expressos pelas médias das Razdes L/P

de todos os vasos analisados.

4.5.3. indice Pulmonar (IP)

O ganho de massa pulmonar que ocorre entre a operagdo e 0
sacrificio do animal pode estar relacionado ao ganho de massa liquida,
sendo uma medida indireta de edema pulmonar. Neste modelo, criou-se um

indice Pulmonar (IP), obtido a partir da relagdo do peso imido do pulmao
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direito e do peso corpéreo do animal. O Peso do Pulméao (PP) foi obtido
através de balanca analitica de precisdo (Mettler Toledo®) imediatamente
apo6s o sacrificio e incluiu a traquéia a partir de seu 1° anel traqueal e o
pulméo direito. O Peso Corpdéreo (PC) do animal foi obtido imediatamente
antes do sacrificio. O IP é dado pela seguinte férmula e é expresso em

numeros absolutos:

IP = PP/PC
Onde: PP = Peso do Pulmao direito

PC = Peso Corpodreo do animal, imediatamente antes do sacrificio

Embora estes indices isolados tenham pouco valor, a comparagao
dos mesmos pode evidenciar diferencas de massa pulmonar. Considerando
que nao ha perda de massa em periodos agudos, o IP dos animais do grupo
sham corresponde ao controle. Havendo aumento do IP nos animais
submetidos a pneumonectomia, pode-se considerar que houve ganho de

massa pulmonar total.

4.5.4. Razio Peso Umido-Peso Seco (Razio U/S)

Outra medida comumente utilizada para a determinagao de edema é
a razao entre o peso inicial umido e o peso final, apés secagem em estufa. O
conjunto traquéia e lobos (superior, médio e retrocava) foi delicadamente
pesado em balanca analitica Mettler Toledo®, antes do processamento. A
este peso denominamos Peso Umido (PU). Este material foi encaminhado

para secagem em estufa (Fanem®) a 56 °C por 72 horas. Apos este periodo,
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este material foi novamente pesado para determinagao do Peso Seco (PS).
A equacao para determinacao da Razao U/S é dada pela seguinte férmula e

seu valor, também expresso em numeros absolutos:

Razao U/S = PU/PS
Onde: PU = Peso Umido

PS = Peso Seco, apds secagem em estufa (56°C por 72h)

4.6. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad
para Windows. Os resultados foram analisados com a técnica de analise de
variancia de duplo fator (two-way ANOVA). Os resultados obtidos foram
paramétricos e os valores apresentados em meédia e com o intervalo de
confianga de 95%. O nivel de significancia estabelecido para este estudo foi

de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagcao Funcional Pulmonar

Quanto a avaliagdo funcional pulmonar, os valores médios da
pO./FiO, dos animais submetidos a pneumonectomia e sacrificados em 48 e
72 horas foi de 302,2 e 299,9, respectivamente, enquanto seus controles
foram de 302,7 e 315,7. Portanto, ndo houve diferenca significativa quanto

ao tratamento, nem em relagao ao tempo de observagao (Grafico 1).

Grafico 1 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto a pO, sob ventilagdo mecanica e oxigénio puro (FiO,=1,0). Nao houve
diferenga entre os grupos.

Avaliagao Funcional
500 -

1Sham (Controle)

400 - Pneumonectomia

T
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pO,/FiO,

200 -

100 +

72 h
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5.2. Avaliagao Histolégica

5.2.1. indice de Edema Perivascular (IEP)

Analisando-se o indice de edema perivascular, que analisa o acumulo
de liquido neste espago, observa-se que ha interagao entre a intervencao e
o tempo, de modo que animais submetidos a pneumonectomia e
sacrificados apdés 72 horas obtiveram maior indice (p=0,0274). Animais
sacrificados apds 72 horas evidenciam maior IEP (0,8925 e 0,6126 para os
grupos pneumonectomia e sham, respectivamente) do que animais
sacrificados em 48 horas (0,5485 e 05904). Apesar da interagdo dos dois
fatores, ndo houve diferenca entre os grupos pneumonectomia e sham

(Gréfico 2).

Grafico 2 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto ao Indice de Edema Perivascular (IEP). Houve interagdo entre a
pneumonectomia e o tempo de sacrificio (p=0,0274). Houve diferenga quanto ao tempo e
nao houve diferenca quanto ao tratamento.

indice de Edema Perivascular (IEP)

1.2 = + *
/ \ Sham (Controle)
1.0 T =3 Pneumonectomia
0.8 -
0.6 -
0.4 - * p=0,0274
0.2 + p=0,0131
0.0




60

5.2.2. Infiltrado Inflamatério

Animais submetidos a pneumonectomia tiveram menor infiltrado
inflamatorio do que seus respectivos grupos sham (p=0,0168). A densidade
média de neutrdfilos para animais submetidos a pneumonectomia foi igual a
501,6 e 734,7 neutréfilos/106pm2, para o sacrificio em 48 e 72 horas. Ja no
grupo Sham, a densidade média foi de 909,1 e 935,9 neutréfilos/10%um?.

Nao houve diferenga quanto ao tempo (Grafico 3).

Grafico 3 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto a Densidade de Neutrofilos. Houve diferenca quanto ao tratamento, com
ratos submetidos a pneumonectomia apresentando menor densidade de neutrofilos. Nao
houve diferenga quanto ao tempo.

Densidade de Neutroéfilos
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5.2.3. Estresse Oxidativo

5.2.3.1. Expressao de iNOS

O numero médio de células alveolares marcadas com iNOS para
animais sacrificados em 48 horas foi de 41,65 e 41,63 células/10*um? para
0s grupos pneumonectomia e sham, respectivamente. No grupo de animais
sacrificados ap6s 72 horas, o valor foi de 21,32 e 36,65 células/104pm2,
respectivamente. Embora animais submetidos a pneumonectomia e
sacrificados em 72 horas tenham obtido a menor expressao de iNOS, nao
houve diferenca entre os grupos pneumonectomia e sham. Houve diferenca
quanto ao tempo, sendo que nos dois grupos de intervengdo, a expressao
imunoistoquimica de INOS apds 72 horas foi menor, como pode-se observar

no grafico 4 (p=0,0212).

Grafico 4 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto a expressdo de iINOS por células no parénquima pulmonar. Nao houve
diferenga quanto ao tratamento. Houve diferenca quanto ao tempo (p=0,0212).
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5.2.3.2. Expressao de eNOS

A area percentual positiva para eNOS foi maior nos animais
submetidos a pneumonectomia, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (p=0,0208). Conforme observa-se no grafico 8, a area
percentual positiva foi de 49,57 e 45,70 nos animais submetidos a
pneumonectomia e sacrificados em 48 e 72 horas, enquanto que no grupo
Sham, estes valores foram de 36,01 e 38,50, respectivamente. Nao houve

diferenca significativa relacionada ao tempo de sacrificio (Grafico 5).

Grafico 5 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto a expressdo de eNOS. Houve diferenca quanto ao tratamento, com maior
expressao de eNOS nos animais submetidos a pneumonectomia (p=0,0208).
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5.2.4. Grau de Reatividade Vascular

A Razédo L/P dos animais submetidos a pneumonectomia nao foi
diferente dos animais do grupo Sham. Contudo esta diferenca foi
significativo no tempo, evidenciando valores menores nos animais
sacrificados apods 72 horas (p=0,0107). Para o grupo Pneumonectomia os
valores da Razao L/P foram de 0,5503 e 0,2921, para sacrificios em 48 e 72
horas, respectivamente. No grupo Sham, estes valores foram de 0,4516 e

0,3213 (Grafico 6).

Grafico 6 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto a Razado L/P. Houve diferenca quanto ao tempo, com a Razdo L/P menor
nos animais sacrificados apés 72 horas.
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5.3.indice Pulmonar (IP)

Os animais submetidos a pneumonectomia tiveram maior indice
pulmonar (0,5238% e 0,4733%, para 48 e 72 horas) do que os animais
controle (0,3762% e 0,4151%), sendo p=0,0033. Isto representa um ganho
de massa proporcional obtido apés a operacdo. Esta diferengca nao foi

significativa com o tempo (Gréafico 7).

Grafico 7 — Comparagé&o entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto ao Indice Pulmonar (IP). Houve diferenga quanto ao tratamento, com
maior indice pulmonar nos animais submetidos a pneumonectomia (p=0,0033).
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5.3.1. Razdo Peso Umido-Peso Seco (Razdo U/S)

Utilizando-se a razao entre os pesos umido e seco, observou-se que a
razao média para animais sacrificados em 48 horas foi de 4,553 para o
grupo pneumonectomia e de 4,383 no grupo Sham. Entre os animais
sacrificados apos 72 horas da operacao, razao média foi de 4,467 e 4,659,
respectivamente. Nao houve diferencga significativa entre estes grupos, como

se pode observar no Grafico 8.

Grafico 8 — Comparacgao entre os grupos Pneumonectomia e Controle, sacrificados em 48 e
72 horas, quanto a Razdo U/S. Nao houve diferenga quanto ao tratamento, nem quanto ao
tempo.
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6. DISCUSSAO

Com o desenvolvimento de métodos diagndsticos radiolégicos mais
eficientes, notadamente a tomografia computadorizada, e a deteccdo de
tumores cada vez menores, o indice de cura e sobrevida do carcinoma
pulmonar vem aumentando nas ultimas décadas. Desde a implantagdao do
sistema TNM para o estadiamento do cancer de pulmao, na década de
1970, quando a sobrevida aos cinco anos nos tumores ditos precoces era de
aproximadamente 60%°, ensaios clinico-cirirgicos multicéntricos vém
mostrando que a sobrevida pode ser melhor se houver diagndstico precoce
e tratamento adequado. Atualmente, a sobrevida pode chegar a 100% em
pacientes portadores de lesdo menor do que 1 cm®,

A deteccdo de tumores menores coloca em discussao a possibilidade
de preservagdo do parénquima pulmonar, utilizando também resseccgdes
menores como a segmentectomia no tratamento do carcinoma de pulmao.
No entanto, a lobectomia permanece como o tratamento padrao, conforme
publicado por Smythe64, em sua metanalise de 2003. De encontro a estas
afirmacdes, qual a papel atual da pneumonectomia?

No periodo de 1988 a 2002, foram realizadas 512.758 resseccdes
pulmonares nos EUA, sendo 13% correspondentes a pneumonectomias®.
Embora tenha ocorrido pequeno decréscimo ao longo do tempo, ainda

assim, corresponde a mais de 10% do total de ressecg¢bes. Conclui-se que



68

esta operagao permanece no arsenal terapéutico do cirurgido toracico como
uma alternativa técnica nos tumores localizados centralmente, nas doencas
infecto-inflamatdrias e nos transplantes pulmonares.

As alteragdes fisioldégicas que ocorrem apods a realizacdo de uma
pneumonectomia em um individuo previamente normal nao estdo bem
esclarecidas sob todos os aspectos. Segundo estudos clinicos, a
contribuicdo do pulméo direito para a fungao pulmonar total € de 53 a 55%,
enquanto que o pulméo esquerdo contribui com 45 a 47%". Ha declinio das
provas funcionais apdés a pneumonectomia e este declinio depende
basicamente do lado da pneumonectomia, da idade do paciente e da fungao
do pulmao remanescente. A CVF e o VEF; geralmente diminuem menos do
que 50% do valor inicial. Nao ha alteragao da saturagao arterial de oxigénio,
pO, ou pCO,, mas o consumo maximo de oxigénio pode diminuir de 17 a
28% apds a ressecgao pulmonar’.

Analisando-se o efeito da pneumonectomia sobre a avaliagao
funcional pulmonar, por meio da relagdo da pO, e FiO,, ndo observamos
diminui¢cao desta relacdo nos animais submetidos a operacdo. Embora esta
analise tenha sido realizada com os animais sob ventilagdo mecanica, a
diminuicao do parénquima pulmonar nao afetou este parametro gasométrico.
Ainda assim, deve-se recordar que a perda de parénquima pulmonar de
ratos submetidos a pneumonectomia esquerda é ainda menor do que no ser
humano, pois nestes animais, o pulmdo esquerdo corresponde a apenas

35% da massa pulmonar total*°.
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Nao obstante a manutencdo dos parametros ventilatorios no status
pos-pneumonectomia, esta € uma operacdo com alto indice de morbi-
mortalidade. Cabe ressaltar que a taxa de mortalidade relacionada as
ressecgdes pulmonares € uma das maiores entre todos os procedimentos
cirurgicos, chegando a 70% nas pneumonectomias por traumatismo
toracico®.

Watanabe et al.®’

, em analise da mortalidade pds-operatoria
relacionada as ressecgdes por carcinoma broncogénico no National Cancer
Center Hospital de Téquio, mostrou mortalidade cerca de dez vezes maior
nas pneumonectomias do que nas lobectomias. Em levantamento realizado
no Servigo de Cirurgia Toracica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, no periodo de 1993 a 2003, a taxa
de mortalidade desta operacgao revelou-se alta (15,2%), muito maior a direita
(27% contra 8,6%), sendo o edema pulmonar a principal causa associada
(29%)”

Fernandez-Pérez et aI.68, analisando retrospectivamente 170
pacientes submetidos a pneumonectomia na Clinica Mayo, observaram 18%
de insuficiéncia respiratéria aguda, sendo metade destas relacionadas a
lesdo pulmonar aguda ou EPP. Levando-se em consideragao apenas dados
norte-americanos, onde s&o realizadas anualmente cerca de 4500
pneumonectomias, aproximadamente 10% dos pacientes desenvolveréao

lesdo pulmonar aguda com necessidade de assisténcia ventilatoria

mecéanica. Sabendo-se da alta taxa de mortalidade associada a esta

** Dados do autor
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complicagdo, pode-se extrapolar que aproximadamente 250 pacientes
morrerdo por ano nos EUA por EPP.

Reproduzir lesdes pulmonares em animais de experimentagdo tem
sido objeto de muitos estudos. A maioria destes busca reproduzir a SDRA
pela lavagem pulmonar com solugédo salina ou endotoxina de Escherichia

169,70

coli Em ratos, a infusdo de endotoxina (lipopolissacaride), seja

intratraqueal ou endovenosa pode reproduzir lesdo pulmonar aguda’""2. Ja

em relagdo ao EPP, somente Zeldin et al.®

conseguiram reproduzir um
efeito semelhante com a infusdo de grande quantidade de liquidos em caes
submetidos a pneumonectomia. Desenvolver um modelo que represente
esta afeccdo representa um importante passo para buscar formas de
prevencao e tratamento eficazes.

O ganho agudo de massa pulmonar pode estar relacionado a
formagdo de edema pulmonar. A relacdo peso do pulmao sobre o peso
corpdreo foi descrita por Staub apud Rothchild et al.”® como parametro para
analise de edema pulmonar e, neste trabalho, esta relagao foi denominada
de indice Pulmonar (IP). Observou-se maior IP nos animais operados,
representando ganho agudo proporcional de massa pulmonar e sugerindo
haver acumulo de liquido extravascular apés a pneumonectomia.

Entretanto, analisando-se o edema pulmonar a partir do ganho de
agua por meio da analise do peso umido e do peso seco (Razdo U/S), ndo
observou-se maior razao nos animais operados, isto €, nado parece ter

havido ganho de massa liquida. A auséncia de correlagdo entre o IP e a

Razao U/S pode sugerir que o ganho de massa pulmonar evidenciado pelo
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primeiro indice ndo esteja relacionado ao ganho de agua extravascular, mas
a migracdo de células inflamatérias ou ao crescimento compensatoério
decorrente do remodelamento pulmonar. Outra possibilidade € que o edema
pulmonar seja discreto e ndo pode ser evidenciado grosseiramente pelas
medidas adotadas.

O crescimento compensatoério, por outro lado, embora inicie-se
imediatamente apds a operagao, permanece estavel nas primeiras 48 horas.
A massa pulmonar total é restabelecida em aproximadamente 14 dias®. Os
elementos que sinalizam para o inicio do crescimento compensatorio
pulmonar sdo a hiperinsuflagdo do pulmao remanescente e o aumento do
fluxo sanguineo, causando distensdo do tecido pulmonar e da vasculatura
pulmonar.

O espaco perivascular em pequenos animais, formado por capilares e
tecido conjuntivo, pode apresentar infiliragcdo de leucécitos em diversas
situagbes, como reagdes inflamatdrias e alérgicas. Seu papel, embora
negligenciado durante muito tempo devido ao enfoque dos outros
compartimentos pulmonares (intersticio, espago bronco-alveolar e lamina
propria dos brénquios), parece também estar intimamente relacionado ao
acumulo de liquido no edema pulmonar destes animais’*"°. E nesse espago
que ocorre a rapida migragao de eosindfilos nos modelos experimentais de
asma’®.

A analise histoldgica do parénquima pulmonar remanescente através
do IEP revelou interacdo entre a pneumonectomia esquerda e 0 momento do

sacrificio, mostrando que maior € o edema perivascular nos animais
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submetidos a pneumonectomia e sacrificados ap6s 72 horas. Desse modo,
observou-se que a realizacdo da operacado foi suficiente para acarretar
extravazamento perivascular, sendo maior apds 72 horas do procedimento.
Havendo extravazamento e, portanto, quebra da barreira alvéolo-capilar,
qual seria o fator predominante na génese deste processo?

Na formacdo do edema pulmonar através de mecanismos
inflamatdrios isolados, os neutréfilos desempenham papel fundamental. A
marginacao leucocitaria que ocorre apds uma lentificagdo do fluxo
sanguineo nos capilares decorrente do aumento da permeabilidade vascular,
segue com aderéncia e transmigragcdo, quimiotaxia e ativagdo dos
leucocitos. Todas estas etapas sao intrincadas e dependentes de moléculas
de aderéncia e de interleucinas, e tem o objetivo de ativar os leucdcitos
promovendo fagocitose e degranulagcdo de enzimas lisossémicas, iniciando o
estresse oxidativo’’. Assim, a presenga de neutrdfilos no tecido alveolar é
um marcador de inflamag¢ao aguda, sendo um sinal indireto de aumento da
permeabilidade vascular por lesdo endotelial.

Kondo et al.”®

, analisando 16 pacientes submetidos a ressecgao
pulmonar por carcinoma, mostraram uma associagao entre a quantidade de
agua pulmonar extravascular, medida através de termodiluicdo e a presenca
de elastase neutrofilica, uma enzima que catalisa a hidrdlise de proteinas. A
sua presencga indica atividade neutrofilica e, neste estudo, sugeriu que o
edema pulmonar esta associado a esta atividade.

Acreditando no dano endotelial causado pela resseccdo pulmonar

|-79

como etiologia do EPP, Cerfolio et a idealizaram um estudo prospectivo
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administrando doses suprafarmacolégicas de metilprednisolona (250mg de
Solu-medrol®) em pacientes submetidos a pneumonectomia. Quando
comparado com seu grupo controle, histérico e retrospectivo, observaram
que o uso do corticoide diminuiu a incidéncia de EPP.

Contudo, contrapondo-se as informagdes dos dois artigos anteriores,
este trabalho mostrou uma diminui¢cao do infiltrado inflamatério medido pela
densidade de neutrdfilos alveolares nos animais submetidos a
pneumonectomia. Estas informagdes sugerem que houve bloqueio do
processo inflamatério com inibicdo da quimiotaxia dos neutrofilos.

Nao se sabe ao certo o papel desenvolvido pelos neutréfilos na
etiologia da SDRA e do EPP. Porém, a ativagcdo dos mesmos nos processos
pulmonares agudos pode acarretar na liberacdo de grandes quantidades de
radicais livres, ocasionando estresse oxidativo e culminando na Lesao
Pulmonar Aguda (LPA). Estudos acerca do papel desempenhado pelas
isoformas de NOS apds a pneumonectomia sdo escassos. Em relagao a
SDRA, Farley et al.®® mostraram a associacdo da iNOS dependente de
macrofagos alveolares a LPA/SDRA. De maneira semelhante, Ren et al.®,
utilizando um modelo experimental de LPA induzida por uma proteina
denominada high mobility group box 1 (HMGB1), mostraram que a extensao
da lesédo pulmonar foi diretamente proporcional a produgao de NO, havendo
relacdo direta entre os macréfagos alveolares, a expressao pelos mesmos
de INOS e a concentragdo de NO como causa da LPA induzida pelo

HMGB1. A expressdo histologica da INOS através de marcagao
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imunoistoquimica e sua relagdo com a inflamacgao alérgica crbénica das vias
aéreas foi descrita por Prado et al.®.

Utilizando a técnica de point-counting e a analise da expressao
tecidual imunoistoquimica da iINOS relatada no estudo anterior e
desenvolvida pelo Laboratério de Terapéutica Experimental da FMUSP
observou-se que a pneumonectomia nao elevou a expressao tecidual de
iINOS, sugerindo nao estar associada a estresse oxidativo. Houve diminuicao
de sua expressdao apos 72 horas da intervengdo, tanto nos animais
submetidos a pneumonectomia como naqueles submetidos a operagao tipo
Sham.

Analisando-se a expressao imunoistoquimica da eNOS em células
endoteliais, observou-se que houve interagcdo da pneumonectomia em sua
expressao, tanto em 48 como 72 horas, estando expressas em maior
quantidade do que nos animais dos grupos controle. A associagcao da eNOS
e a pneumonectomia foi relatada somente em dois trabalhos. Leuwerke et
al.® analisaram o crescimento compensatério do pulmao apds a ressecgéo
pulmonar em ratos portadores de deficiéncia de eNOS, evidenciando que
esta fracdo da NOS é fundamental para o crescimento compensatério.

Maxey et al.®*

avaliaram o efeito da pneumonectomia sobre a pressao de
artéria pulmonar em camundongos portadores de deficiéncia de eNOS,
mostrando que a normalizacdo da pressao por meio da vasodilatagdo é
dependente do NO produzido a partir da eNOS.

Sob este aspecto, pode-se inferir que a eNOS seria responsavel pela

normalizacdo da pressao de artéria pulmonar e do crescimento
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compensatoério pulmonar. Seu aumento nos animais submetidos a operagao
teria a funcao de vasodilatagdo compensatéria, pelo aumento da produgao
de NO endogeno, assim como efeito protetor na sindrome de isquemia e
reperfusao.

Embora ensaios experimentais e clinicos ndo tenham demonstrado
aumento sustentado da pressdao de artéria pulmonar apdés uma
pneumonectomia, sabe-se que ele ocorre nos momentos iniciais apos a
ligadura da artéria pulmonar, com normalizagao destes valores poucas horas
apos o procedimento. Apesar de haver aumento do volume diastdlico final do
ventriculo direito, ndo ocorre diminuicdo do débito cardiaco e o pulméo
remanescente recebe todo o volume sanguineo, antes destinado aos dois
pulmdes. O aumento da resisténcia vascular pulmonar € uma consequéncia
passiva deste aumento do fluxo sanguineo. Por outro lado, durante o
exercicio fisico ha aumento da pressao de artéria pulmonar e diminui¢gao do
débito cardiaco®. A adaptacdo dos vasos de pequeno calibre frente as
alteragcbes pressoricas causadas pela pneumonectomia € desconhecida e
pode estar relacionada a génese do EPP, na medida em que o aumento da
resisténcia vascular pulmonar cause estresse sobre o endotélio e ruptura
das juncbes celulares, ocasionando extravazamento de liquido para o
intersticio.

Batalha et al.®', em modelo experimental em ratos, mostraram que a
vasoconstricdo pulmonar causada pela exposigdo aguda a poluentes
atmosféricos poderia ser analisada pela relagao entre a luz do vaso e sua

parede (Razao L/P). O conceito desta medida é baseado nos mecanismos
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pelos quais vasos de pequeno calibre podem se estreitar: (a) hipertrofia
muscular, (b) constricdo vascular ou (c) ambos. O aumento da espessura da
camada muscular esta relacionado a hipertensdo pulmonar, sendo uma
medida descrita e aceita. Alteragdes nesta razao em periodos evolutivos de
72 horas estao relacionados a vasoconstricdo e nao a hipertrofia muscular.

Animais submetidos a pneumonectomia ndo demonstraram grau de
reatividade vascular se comparados ao seus respectivos controles (Sham).
Entretanto, houve maior vasoconstricdo apds 72 horas em ambos os grupos.
Como a elevagao da pressao de artéria pulmonar sofre aumento apenas no
periodo peri-operatorio, € possivel inferir que ocorra vasodilatacdo pulmonar
inicialmente, para que ocorra adaptacdo ao maior fluxo sanguineo, seguida
de reatividade vascular as custas de vasoconstricao, justificando o aumento
da resisténcia vascular pulmonar observada em alguns estudos. Quanto a
diferenca temporal observada nos grupos controle, € possivel que o trauma
anestésico e operatorio seja suficiente para influenciar na reatividade
vascular.

Embora a etiologia do EPP nao esteja completamente esclarecida,
isto ndo impediu que tratamentos empiricos fossem instituidos na tentativa
de salvar pacientes acometidos. A partir da descoberta do NO como fator de
relaxamento derivado do endotélio, este vem sendo largamente empregado
em terapia intensiva, mesmo sabendo do efeito deletério causado pelas
grandes quantidades de NO liberado a partir da isoforma iINOS por
estimulagdo inflamatdria. Mathisen et al.’®, em estudo retrospectivo,

analisaramo uso de NO em pacientes que evoluiram com SDRA apods
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ressec¢ao pulmonar, concluindo que o0 seu uso teve repercussao positiva
nos pacientes, com melhora da relagao pO,/FiO, e do indice de mortalidade.
Rabkin et al.®” também tiveram sucesso utilizando NO no tratamento de um
paciente submetido a pneumonectomia e que desenvolveu insuficiéncia
respiratoria aguda. Contrario ao efeito benéfico do NO no EPP, Filaire et
al.® observaram que o uso intra-operatério de NO em porcos submetidos a
pneumonectomia causou maior atividade inflamatéria e piora da oxigenacgao
arterial, sem que houvesse diferenga na concentragdo de agua extra-
vascular, concluindo que o uso do NO nao deve ser recomendado para
prevenir a ocorréncia de EPP.

Os estudos efetuados, tendo como parametro a troca gasosa medida
pela pO,/FiO,, sugerem que a pneumonectomia esquerda nao leva a perda
funcional pulmonar. A analise do edema pulmonar evidencia que ha ganho
de massa pulmonar proporcional apoés a pneumonectomia tanto apos 48
como 72 horas de sacrificio. Contudo, este dado nao é corroborado pela
analise do peso umido e do peso seco, que indica que 0 ganho observado
nao se da as custas de massa liquida. A analise do espacgo perivascular, que
€ o compartimento pulmonar primordial na homeostase do liquido
extravascular, evidencia presenca de edema perivascular, decorridas 72
horas de sacrificio nos animais submetidos a pneumonectomia.

Na busca da génese do edema decorrente da pneumonectomia,
observou-se que nao ha aumento do infiltrado inflamatério apds a
pneumonectomia, sugerindo nao haver relagdo a processo inflamatério

decorrente da ressecg¢ao pulmonar. De maneira analoga, ndo ha estresse
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oxidativo associado, uma vez que a expressao tecidual de iINOS permanece
nos mesmos niveis dos animais do grupo Sham, diminuindo em ambos os
grupos apoés 72 horas.

A expressao da eNOS pelas células endoteliais esta mais elevada nos
animais submetidos a pneumonectomia, possivelmente em decorréncia da
ativacdo da fatores de estresse endoteliais. Sabendo-se que a
pneumonectomia leva ao aumento transitério da pressdo de artéria
pulmonar, aumento do volume diastdlico final do ventriculo direito e aumento
da resisténcia vascular pulmonar, € possivel inferir que ocorra estresse
sobre o endotélio e o aumento da expressdao de eNOS seja um mecanismo
compensatério para aumentar a producdo de NO enddégeno levando a
vasodilatagdo compensatoria.

Contudo, a analise do grau de reatividade vascular, evidencia que nao
ha diferenga entre animais submetidos a pneumonectomia e animais
submetidos a operacgao tipo Sham. Decorridas 72 horas das intervencgoes,
houve diminuicdo da Razao L/P sugerindo haver vasoconstricdo apos este
periodo. Sua relagdo com o aumento da expressao tecidual de eNOS néo
pode ser estabelecida neste modelo experimental. E possivel que haja um
esgotamento da resposta vasodilatadora ao NO, ou que ocorra lesao
endotelial irreversivel com vasoconstricdo reflexa. A fim de corroborar com
estes dados, novos estudos devem ser realizados com o intuito de estudar o
comportamento pressorico de camaras cardiacas direitas e sua relagcédo a

expressao de eNOS.
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7. CONCLUSOES

Baseados nos resultados, concluimos que a pneumonectomia
esquerda em ratos nao causou alteragbes funcionais, mas causou
alteragbes histologicas. Quanto a estas alteragdes, ndo foram de natureza
inflamatdria e nem relacionadas ao estresse oxidativo. Foram caracterizadas
por edema perivascular e vasoconstricao, observados apos 72 horas da

operacgao.
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