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RESUMO

PAZETTI, R. Efeitos da ciclosporina A e da sec¢do brénquica, sobre o
sistema mucociliar de ratos [tese]. S&0 Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de S&o Paulo; 2006. 110p.

As infeccOes sd0 a causa mais frequente de morbidade e mortalidade
observadas tanto aguda como tardiamente nos pacientes receptores de
transplante pulmonar, o que pode estar diretamente relacionado a uma
deficiéncia no transporte mucociliar do sistema respiratorio. Nosso
objetivo foi avaliar a influéncia de dois fatores envolvidos com o
transplante pulmonar sobre o transporte mucociliar de ratos: a secgéo e
anastomose brénquica e a imunossupressao pela ciclosporina A. Setenta
e dois ratos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de acordo
com: i) procedimento operatorio e ii) terapia a que seriam submetidos.
Os resultados mostram que houve uma diminuicdo significativa da
Freguéncia de Batimento Ciliar in situ, da Transportabilidade do Muco
in vitro e da Velocidade de Transporte Mucociliar in situ medidos a
partir do bréonquio principal esquerdo dos ratos tratados com ciclosporina

A (p<0,001). A Freguéncia de Batimento Ciliar in situ dos bronquios



operados mostrou-se diminuida também no grupo tratado com solucéo
sdina e sacrificado no 30° dia apos a operacdo (p=0,001). Ja a
Velocidade de Transporte Mucociliar in situ mostrou uma diminuic¢éo
significativa em todos os grupos submetidos a seccdo brénquica
(p<0,001). Houve um efeito sinérgico entre a terapia com ciclosporina A
e a secgdo brénquica, causando um prejuizo ao transporte mucociliar
ainda maior do que quando analisados isoladamente. Concluimos que a
Velocidade de Transporte Mucociliar in situ foi agudamente prejudicada
apos a secgao bronquica e terapia imunossupressora pela ciclosporina A,
havendo diminuicdo da fregiiéncia de batimento dos cilios e ateracéo

das propriedades viscoel &sticas do muco respiratorio.



SUMMARY

PAZETTI, R. Effects of cyclosporine A and bronchial section on
mucociliary system in rats [thesis]. S0 Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de S&o Paulo”; 2006. 110p.

Infections are the most common cause of early and late morbidity and
mortality in lung transplant recipient, and can be directly related to
impaired mucociliary transport. Our aim was to assess the influence of
bronchial section and imunossupression on mucociliary transport in rats.
Seventy two rats were randomly distributed in five groups according to i)
surgical procedure and ii) drug therapy. There was a significant
impairment on Ciliary Beating Frequency in situ, Mucus Transportability
Rate in vitro and Mucociliary Transport Speed in situ from operated
bronchus of cyclosporine A-treated rats (p<0.001). Ciliary Beating
Frequency from operated bronchus was also impaired in saline-treated
rats that were killed on 30th postoperative day (p=0.001). Mucociliary
Transport Speed was impaired in al bronchi underwent to section
(p<0.001). We conclude that bronchial section and cyclosporine therapy
impaired all factors analyzed. Also there was a synergic effect between

cyclosporine therapy and bronchia section on ciliary beating frequency.
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INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

O sucesso acancado atualmente nos transplantes pode ser
atribuido a alguns fatores, tais como: a evolugcdo da tecnologia, a qual
trouxe um grande avango técnico-cirdrgico, o conhecimento que se
obteve sobre o funcionamento do sistema imunoldgico; e ainda o
aprimoramento do uso dos agentes imunOSSUPressores para a prevencao
e controle do processo de rejeicdo desencadeado pelo organismo apods o
implante do enxerto (Corsi et al., 1995).

O transplante pulmonar € uma opcgdo terapéutica efetiva
para pacientes com doenca pulmonar em fase terminal (Kirby e Mehta,
1992; Benfield e Wain, 2000; Stewart e Patterson, 2001) como enfisema,

fibrose cistica, hipertensdo pulmonar e bronquiectasia (Chhajed, 2002).

Devido a0 dto indice de rgeicdo aguda, que ocorre
especialmente nas primeiras semanas ap0s O transplante, 0 uso de
agentes imunossupressoras € imprescindivel (Tanoue, 2002).

Dentre os agentes anti-rgeicdo usados hoje em dia, a
ciclosporina A (CsA) ocupa um lugar de destaque devido ao seu largo
uso aliado aos incontéveis estudos que continuam sendo realizados sobre

esse farmaco (Corsi, 1998).
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A CsA é um potente agente imunossupressor que tem sido
amplamente usado em humanos e € considerado o tratamento de
primeira linha, ndo sO para prevenir arejeicdo de enxertos, mas também
para o tratamento de doencgas autoimunes (Komzakova et al., 2002),
como diabete tipo | (Stiller et al., 1983), artrite reumatéide (Muller e
Herrmann, 1979), esguistossomose (Bueding et a., 1981), maéria
(Thommen-Scott, 1981), entre outras.

Por outro lado, 0 uso desses agentes imunossupressores é o
maior determinante das infecgdes pulmonares, que ainda sdo a causa
mais comum de morbidade e mortalidade em pacientes receptores de
diferentes tipos de enxertos (Speich e van der Bij, 2001).

Entretanto, as infecges pulmonares, que podem ocorrer
apés o transplante, ndo estdo apenas relacionadas a terapia
imunossupressora. Os procedimentos executados durante o ato cirdrgico,
como seccdo bronquica, anestesia e ventilagdo mecanica, entre outros,
podem levar a danos transitorios e permanentes do sistema de transporte
mucociliar (Aebaet a., 1993).

O sistema mucociliar € o principal mecanismo de defesa

contra agentes invasores das vias aéreas e funciona basicamente pela

acao conjunta de dois de seus componentes. 0 muco e os cilios. Ele
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remove continuamente as particulas e os microorganismos que aderem
a0 muco presente na arvore respiratoria.

As consequéncias da agressdo decorrente da seccdo do
bréonquio podem ser verificadas ndo sd locamente, no epitdlio ciliado
adjacente a ferida cirurgica, mas em toda a porcéo dista a linha de
sintese da anastomose (Pinsker et al., 1979).

Estudos relatam que, apos o transplante, tanto o transporte
mucociliar quanto a fregiiéncia de batimento dos cilios estéo diminuidos,
e que também ha um aumento na rigidez do muco (Paul et al., 1989;
Marelli et al., 1991; Read et al., 1991; Shankar et a., 1991; Herve et a.,
1993; Vedeet a., 1993; Tomkiewicz et al., 1995).

Aeba et al. (1993) relataram que a seccéo de importantes
estruturas ligadas ao brénquio, como vasos sanguineos e linféticos,
resulta no desenvolvimento precoce e no aumento da gravidade da
pneumonia apos os transplantes pulmonares.

Nossos estudos prévios mostram que 0 transporte
mucociliar estéd diminuido até o 30° dia apds a cirurgia de seccéo
bronquica. No entanto, esta diminui¢do € menor do que a observada em
instantes mais préximos do ato cirdrgico, como aos dois, sete e 15 dias
de pds-operatorio, sugerindo, dessa forma, que ha uma recuperacéo do

sistema mucociliar ao longo do tempo (Rivero et a., 2001).
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Até o momento, pouco se sabe sobre o efeito direto dos
agentes imunossupressores sobre o sistema mucociliar.

Num estudo recente, administramos azatioprina, outra droga
imunossupressora normalmente usada por pacientes receptores de
enxerto, e verificamos uma diminuicdo do transporte mucociliar apos
sete dias de teragpia. O mesmo ndo foi observado nos grupos tratados por
15e 30 dias (Said et al., 2005).

Assim, nos propusemos adar continuidade a esta importante
linha de pesquisa, visando contribuir para o entendimento da acéo de
outra droga imunossupressora, a ciclosporina A, comumente utilizada

por pacientes receptores de enxertos.
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OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Tivemos como objetivos neste estudo verificar, sobre o

sistema mucociliar de ratos;

1. os efeitos da ciclosporina A;

2. os efeitos da seccéo bronquica;

3. a existéncia de sinergia entre esses dois fatores.



3.
REVISAO DA LITERATURA
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3.REVISAO DA LITERATURA
3.1. Transplante Pulmonar
3.1.1. Historico

O transplante pulmonar experimental comegou na antiga
Unido Soviética, em 1946. O fisiologista russo, Vladimir Petrovich
Demikhov, foi o primeiro a realizar transplantes intratoracicos em caes
de: coragdo; coracdo e lobo de um pulmé&o; coracdo e pulmdes, e
pulmdes. No total, Demikhov usou mais de 50 variagOes destas cirurgias
na realizacao de cerca de 300 transplantes (Mendel off, 2002).

Os trabalhos na decada de 50 buscavam entender a
fisiologia e dominar a técnica de reimplante (Lansman et al., 1990). Ja
nos anos 60, os estudos sobre imunologia do enxerto conduziram ao
primeiro transplante pulmonar em um ser humano, ocorrido nos Estados
Unidos, em 1963, no University of Mississippi Medical Center (Hardy et
a., 1963; Dalton, 1995). O paciente que recebeu 0 enxerto era um
homem de 58 anos com uma obstrugéo do bronquio principa esquerdo
devido a um carcinoma (Mendel off, 2002).

O primeiro transplante pulmonar usado como paliativo foi
registrado no Canada, em 1986, apds o advento de efetivos e toleraveis

regimes de imunossupresséo (Benfield e Wain, 2000).
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Recentemente, o transplante pulmonar completou seu 35
aniversario. O periodo foi marcado por 20 anos iniciais de lento
progresso, seguidos por 15 anos de explosivo crescimento e sucesso
(Meyers e Patterson, 1999).

Em 1997, o nimero de transplantes de pulmé&o e de coragéo-
pulméo excedia 1000 nos Estados Unidos e 1400 no mundo todo. A
sobrevida acima de um ano era de cerca de 75% dos melhores
diagnosticos. Os resultados funcionais ja eram excelentes e duréveis,
aumentando o volume expiratorio forgado de 15% a 20% do progndstico
normal pré-operatério para 75% a 80% do prognostico pos-operatorio na
maioria dos casos (Meyers e Patterson, 1999).

Durante a Ultima década, ocorreu uma melhora marcante no
resultado do transplante pulmonar simples e duplo. O indice de
sobrevida atualmente em algumas instituicdes esta proximo dos 90%
(Benfield e Wain, 2000).

O transplante pulmonar proporciona uma sobrevida muito
boa e aceitavel tanto em curto guanto em longo prazo para pacientes com
doenca pulmonar avancada. O uso mais difundido de doadores distantes
pode ser empregado em receptores selecionados sem comprometimento

dos resultados breves ou tardios (Stewart e Patterson, 2001).
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3.1.2. Problemas e desafios

Desde o primeiro transplante de pulmd simples com
sucesso a longo termo, em 1983, seguido por um bem sucedido
transplante duplo em 1986, o transplante pulmonar tornou-se uma opgao
para o tratamento de doencas respiratorias em estagio final de varias
etiologias (Cooper, 1991; Kaiser et a., 1991; Aebaet al., 1992; Hoyos et
al., 1992; Hosenpud et al., 1994; Speich e van der Bij, 2001), incluindo
enfisema, fibrose alveolar, fibrose cistica, hipertensdo pulmonar e
bronquiectasia (Ward e Muller, 2000).

A histéria do transplante pulmonar em humanos, desde
1963 até o presente, tem como principais desafios. a contaminacéo
bronguica pela exposi¢ao do enxerto a organismos transportados pelo ar,
o deficiente suprimento de sangue para o bronquio e o problema do
edema pulmonar apos a reperfusdo (Grover e Murray, 1997).

Os problemas a serem enfrentados pelos programas de
transplante pulmonar neste século incluem a indisponibilidade de
pulmdes doadores, as limitaghes técnicas de preservacdo do enxerto
pulmonar coletado, a rejeicdo, os efeitos indesgaveis dos agentes

imunossupressores, as infecces oportunistas e a prevencao e tratamento
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da Sindrome da Bronquiolite Obliterante (SOB) (King et al., 1997; Snell
et al., 1997; Stewart e Patterson, 2001).

No transplante pulmonar, as dificuldades comecam na
obtencdo de um 6rgdo satisfatorio, pois a maioria dos doadores com
morte cerebral ndo pode ser considerada. Mudancas da homeostase
induzidas pelo sistema imunolégico levam a microémbolos e
extravasamento para o espaco alveolar. Ha também o constante risco de
infeccdo devido a reducdo terapéutica de defesas endogenas e ao fato do
orgéo transplantado estar em constante comunicagdo com O meo
exterior (Hoyer, 1978).

Infeccdo e rgjeicdo ainda representam as duas maiores
causas de complicagdes no pds-operatorio imediato e merecem atencédo
particular (Crawford, 1995).

As infecgdes ainda sd0 a causa mais comum de morbidade e
mortalidade em pacientes receptores de transplante pulmonar (Brooks et
a., 1985; Aeba et al., 1993; Winter et al., 1993). Infeccbes bacterianas
compreendem aproximadamente metade de todas as complicacOes
infecciosas. Infeccbes e doencas causadas por citomegalovirus se
tornaram menos frequientes devido a uma adequada profilaxia (Calhoon
et a., 1992). Como o citomegalovirus esta envolvido na patogenia da

bronquiolite obliterativa, a menor freqiéncia desta infeccdo pode
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também reduzir a ocorréncia deste que € um dos principais obstaculos
para 0 sucesso do transplante pulmonar. Infecgdes fungicas invasivas
permanecem sendo um problema, mas elas tém também diminuido em
freqUéncia devido a um melhor controle dos fatores de risco, como as
doencas por citomegalovirus e terapia antifungica preventiva (Brooks et
al., 1985; Cahoon et a., 1992; Crawford, 1995; Speich e van der Bij,
2001).

Apesar do uso de potentes drogas imunossupressoras, a
rejeicdo aguda, que ocorre freqlentemente, especialmente nas primeiras
semanas e meses apos o transplante (Chhajed et al., 2002), e a
subsegiiente Sindrome da Bronquiolite Obliterante (SOB) indicam
claramente que as estratégias atuais de imunossupressao nédo estdo sendo
suficientemente adequadas (Stewart e Patterson, 2001).

Uma meticulosa supervisdo pos-operatoria continua sendo
crucial no tratamento de pacientes receptores de transplante pulmonar
com respeito a rdpida deteccdo e pronto tratamento de rejeicao e infeccéo

(Dummer et a., 1986; Ward e Muller, 2000; Speich e van der Bij, 2001).



Revisdo daLiteratura 14

3.2. Secgéo bronquica

Dentre os fatores envolvidos na cirurgia de transplante
pulmonar, a seccéo bronquica parece ter um papel importante no quadro
geral de complicacdes pds-operatorias citadas anteriormente.

O brénguio € um dos componentes das vias respiratérias e
participa do complexo mecanismo de defesa do organismo - o sistema
mucociliar - contra agentes invasores presentes no ar atmosférico
(Puchelle, 1980; Konietzko, 1986).

Dada a importancia deste componente, consideramos
conveniente uma breve explanacdo sobre as caracteristicas gerais do

sistema respiratorio.

3.2.1. Sistemarespiratério

O sistema respiratério dos mamiferos é composto pelas vias
aéreas e pelos pulmdes. As vias aéreas sao0 classificadas como: de
conducéo e de trocas gasosas.

As vias aéreas de conducdo compreendem desde as fossas

nasais até os bronguiolos terminais e sdo constituidas por um epitélio
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pseudoestratificado ciliado que esta em contato com uma delgada
membrana basal.
As células que compdem o epitélio das vias de conducédo

podem ser divididas em secretoras e ciliadas, principal mente.

3.2.1.1. Céulasciliadas

As células ciliadas, presentes em toda a extensdo da arvore
tragueobronquica, apresentam forma colunar e possuem cerca de 200
cilios (5-7 um de comprimento) na superficie apical livre. Observa-se
uma diminuigdo gradual no nimero e no tamanho dos cilios quanto mais
distal € aregido da via aérea considerada (Serafini e Michaglson, 1977).
O reticulo endoplasmatico rugoso e o sistema golgiense sdo bastante
desenvolvidos nestas células. Numerosas mitocondrias encontram-se no
apice da célula, proximas aos corpusculos basais, enquanto que na
extremidade oposta esta, geralmente, o nucleo.

Os cilios sdo prolongamentos citoplasméticos e possuem
uma estrutura parecida com a do centriolo, podendo-se ver, num corte
transversal, um par de microtubulos centrais circundado por nove pares
periféricos. E o chamado axonema padrdo 9+2 (Junqueira e Carneiro,

1985).
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Quimicamente, os cilios sdo formados por heterodimeros de
a e 3 tubulina, dineina e mais outras 200 proteinas, aproximadamente,
que se associam através de varias ligagdes radiais e circunferenciais,
garantindo ndo s6 a manutencdo da estrutura do axonema como também
o controle dos movimentos ciliares (Satir e Sleigh, 1990).

O movimento ciliar € produzido pela hidrdlise do ATP pela
dineina e pode ser dividido em duas etapas. propulsdo e recuperacdo. Na
etapa propulsiva, o cilio se movimenta perpendicularmente a superficie
da célula, no sentido distal-proximal da via aérea. Ao chegar préximo da
base, tem inicio a etapa de recuperacdo, na qual o cilio descreve uma
trajetdria no sentido contrario a da etapa anterior, ou seja, proximal-
distal, deslocando-se lateralmente com um angulo de 30°
aproximadamente em relacdo a superficie celular. Esse movimento
ocorre com uma velocidade duas vezes menor que a da etapa de
propulsdo. A frequiéncia de batimento ciliar normal tem valores entre 10
e 20 Hz (Satir e Sleigh, 1990; Lorenzi e Saldiva, 1991).

Ha também um sincronismo entre o batimento dos cilios
gue estdo proximos, pois quando um deles estd em movimento faz com
gue os outros 0 acompanhem devido a transmissdo mecanica do impulso

(Wong et al., 1993).
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A estrutura dos cilios pode estar alterada tanto em condigdes
de doencas congénitas quanto devido a agressdes cronicas do epitélio

respiratorio (Pedersen et a., 1981; Saldiva, 1990).

3.2.1.2. Céulas secretoras

Quanto as células secretoras do epitélio respiratério, elas
podem ser de trés tipos: serosas, mucosas e de Clara. Basicamente, estas
células sdo compostas por um nucleo pequeno naregido basal da célula,
sistema golgiense e reticulo endoplasméatico rugoso bem desenvolvidos
na regido perinuclear e numerosos granulos de secrecdo na sua porcéo
apical.

As células mucosas produzem diferentes tipos de
glicoproteinas e sdo responsaveis pela parte mais viscosa do liquido que
reveste as vias aéreas, enquanto as serosas sao uma das fontes da fase
mais fluida da secregdo bronquica (Figura 1) (Saldiva, 1990).

As células de Clara participam da producdo de surfactante
presente nos bronquiolos e avéolos, além de prover um meio adequado
para o batimento dos cilios na regido dos bronquiolos. Além da funcéo

secretora, suas enzimas oxidativas tomam parte na inativagdo de
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substancias indladas e sua finalidade no transporte transepitelial de

eletrdlitos ndo é totalmente conhecida (Welsh, 1987).

Figura 1. Fotomicrografia do epitélio ciliado brébnguico mostrando as
duas camadas que compdem o muco respiratorio: o fluido periciliar
(FPC) eafase gel (Wanner et al., 1996)

3.2.1.3. Céulasinflamatoérias

Além das células secretoras e ciliadas, um outro tipo
presente no epitélio e na camada submucosa merece citagdo: as células
inflamatorias, dentre as quais os linfécitos B e T ocupam lugar de
destaque, formando o sistema BALT (do inglés “Bronchial Associated
Lymphoid Tissue”), responsavel pela defesa imunolégica do trato

respiratorio. O BALT secreta imunoglobulinas IgA nos segmentos
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proximais e 1gG nos distais. A IgA brénquica é importante para a
prevencdo de infecches e reconhecimento de células tumorais,
participando do sistema de vigilancia imunologica (Saldiva, 1990).
Pacientes com deficiéncia de IgA e de algumas subclasses de 1gG
mostram um aumento da susceptibilidade a infeccbes e prejuizo da

funcdo pulmonar (Bjorkander et al., 1985).

3.2.1.4. Muco

Um outro importante componente do sistema mucociliar € a
secrecdo (muco) presente nas vias aéreas, que tem como principais
fungbes: lubrificar e umedecer a superficie das vias condutoras,
diminuindo, assim, a tensdo superficial dos pequenos bronquiolos, os
quais tendem a colapsar ao final da expiracdo; proteger o epitélio contra
agressores exogenos; e interagir com os cilios para que estes funcionem
normalmente, resultando numa limpeza adequada da arvore respiratoria
(Festa, 1993; Culp et al., 1995).

O muco é produzido no sistema golgiense e secretado pelas
vesiculas na forma condensada. Ap0s a clasmocitose, 0 muco aumenta

rapidamente seu volume devido a hidratagéo.
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O muco respiratorio acompanha toda a via aérea, sendo sua
presenca indispensavel para que ocorra o transporte mucociliar. E
composto por agua (95%), eetrdlitos (Na', K*, Mg™ e Ca?) e
substéncias orgéanicas (carboidratos, lipideos e proteinas) (Kaliner et al.,
1986; Lorenzi-Filho, 1993; Kondo, 1997), formando um polimero
hidrofilico cujas estruturas terci&rias e quatern&rias lhe conferem
propriedades viscoel asticas (Macchione et al., 1998). A &gua representa
a parte solvente, enquanto 0s varios polimeros, que se agrupam
aleatoriamente, formam a chamada matriz do muco.

O componente principal da matriz sG&o as mucinas,
macromoléculas bastante heterogéneas, compostas de aglUcares e
proteinas e secretadas por células mucosas do epitélio e das glandulas
submucosas. Possuem um esqueleto protéico central com areas
densamente glicosiladas (80%) e outras ndo glicosiladas (20%), e
cadeias laterais de oligossacarideos presas ao filamento protéico através
de ligagdes O-glicosidicas (Silberberg, 1988).

Além das mucinas, muitas outras substancias fazem parte da
matriz do muco, como os lipideos, proteoglicanos, proteases e
antiproteases, substancias antioxidantes, tampdes, imunoglobulinas,

lisozima, peroxidase, lactoferrina, proteinas ricas em prolina, albumina,
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DNA, actina e outras substancias sem papel exatamente conhecido
(Verdugo, 1990; Lorenzi-Filho, 1993; Wanner et al., 1996).

O arranjo de todas essas substancias da a0 muco uma
configuracdo especial propria, possuindo duas camadas. a primeira,
chamada fase sol, € mais fluida, esta localizada perto da membrana
celular e tem espessura aproximadamente igual ao tamanho dos cilios; a
outra, chamada fase gel, € mais viscosa e esta disposta sobre afase sol. A
espessura da camada sol € de extrema importancia para o adequado
funcionamento do sistema, pois se ela estiver maior que o normal, os
cilios ndo irdo alcancar a fase gel, responsavel pelo carregamento das
particulas aderidas; e se estiver menor, 0 movimento de recuperacdo dos
cilios estara prejudicado devido a interferéncia mecanica da fase gel
sobre uma porcéo maior do corpo dos cilios (Figura 2) (Welsh, 1987,

Lorenzi-Filho, 1993).
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Figura 2. Desenho esquemético mostrando células ciliadas e as duas
camadas que compdem o muco respiratério: o fluido periciliar e a fase
gel (Wanner et a., 1996)

O muco respiratorio considerado ideal é aguele que possui
um componente elastico que seja capaz de transferir o0 movimento dos
cilios a camada de muco, e um componente deformavel gque possa
promover o deslocamento do muco mediante a energia transmitida pelo
batimento ciliar (Lopez-Vidriero, 1987).

A limpeza eficiente da é&vore respiratoria através do
transporte mucociliar depende de uma perfeita interacdo entre cilios e
muco, a qual esta condicionada a agcdo coordenada de trés atividades
celulares béasicas. geracdo de forga, fungdo secretora e transporte de agua
e ions. Qualquer falha num desses elementos pode ser atamente

prejudicial ao transporte mucociliar.
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O sistema nervoso autdbnomo afeta diferentes aspectos da
secrecdo das vias aéreas, como o volume de producgdo, as propriedades
reolégicas, o transporte ibnico transepitelial e a taxa de transporte
mucociliar (Handman e Neto, 1987; Gatto, 1993).

Portanto, o transporte mucociliar normal depende de uma
correta interagdo entre uma serie de fatores, como um epitélio integro
com funcionamento ciliar coordenado e uma perfeita composicao do
muco, em quantidade adequada e com propriedades viscoel asticas ideais

(Macchione et al., 1998).

3.3. Ciclosporina A

3.3.1. Histoérico

A CsA é um polipeptideo ciclico hidrofébico composto de
11 aminoé&cidos, com formula CgHi1:0:, € peso molecular 1.202,6
(Figura 3). Elafoi descrita, inicialmente, em 1969, a partir das espécies
de fungos Trichoderma polysporum e Cylindrocarpo lucidum (Laupacis

et al., 1981; Milpied, 1988).
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Figura 3. Representacdo da formula estrutural da ciclosporina A

A CsA utilizada comercialmente é produzida a partir da
cultura do fungo Tolypocladium inflatum (Borel et al., 1976).

Os efeitos bioldgicos da ciclosporina - imunossupressao e
auséncia de citotoxicidade - foram descobertos durante um programa de
pesquisa no qual muitos cientistas da empresa Sandoz estavam
envolvidos, dentre os quais, os Drs. J. Borel e H. Stahelin (Heuder e
Pletscher, 2001).

O isolamento de CsA a partir de culturas do fungo
Tolypocladium inflatum e a subsequente elucidacdo de suas propriedades

imunossupressoras por Borel et a. (1976) teve grande impacto clinico.
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No inicio dos anos 80 a CsA foi introduzida no campo dos
transplantes de o6rgdos resultando num aumento extraordinario da
sobrevida do enxerto.

Dentre as drogas imunossupressoras, a CsA ocupa 0O
primeiro lugar na escolha para o tratamento de pacientes com Orgéaos

transplantados (Ruhimann e Nordheim, 1997).

3.3.2. Metabolismo

Devido a natureza lipofilica da molécula, a ciclosporina é
altamente difundida nos 6rgéos e distribui-se rapidamente nos depdsitos
tanto teciduais quanto plasmaticos (Atkinson et al., 1983; Smith et al.,
1983). Distribui-se pelo sangue, sendo que 90% de sua composicéo liga
se a proteinas plasmaticas, e 10% a granuldcitos e linfécitos (Lemaire e
Jillemont, 1982; Miraz et al., 1983).

Mais de 70% da ciclosporina administrada € metabolizada
no figado e excretada na bile, nas fezes, e até 10% dos seus metabdlitos
podem ser eliminados pela urina (Kahan et al., 1989). No homem, a
absorgéo da droga € realizada no intestino delgado e sua meia vida é de

cercade seisanove horas (Wood et a., 1983; Ryffel et al., 1988).
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3.3.3. Mecanismos de acdo

Embora os eventos moleculares ainda ndo sgam bem
compreendidos, evidéncias indicam que a CsA blogqueia um estégio
inicial na ativagdo dos linfécitos T, aém de inibir a produgdo de
interleucina 2 e outras linfocinas (Kahan et al., 1983; Mauer, 1985;
Nussemblat e Palestine, 1986; Khanna et a., 1994).

Uma teoria proposta sobre o mecanismo de acéo da CsA é
sua influéncia sobre o célcio citoplasmético, essencial para a funcéo
celular normal (Colombani et al., 1985; Harding et al., 1986; Legrue et
al., 1986; Citterio e Kahan, 1989; Mihatsch et al., 1998). A hipotese
sugere que a ciclosporina se ligue a uma proteina citoplasmética, e que
ligacdo segja proporcional a poténcia da sua imunossupressao
(Shevach, 1985; Calabres e Parks, 1987; Kahan et al., 1989).

A ciclosporina também pode ligar-se a receptores nucleares,
inibindo a transcricéo genética que codifica polipeptideos secretados por
fibroblastos, células endoteliais, macréfagos e mondcitos (Harding et al.,
1986).

A CgA, tanto in vivo quanto in vitro, atua sobre os linfocitos

T imunocompetentes, sendo altamente especifica para estas células
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(Borel et al., 1977; Lillehoj et a., 1984; Helin e Edginton, 1984; Bennett
e Norman, 1986).

A CsA interfere nos estagios iniciais do ciclo celular,
afetando a proliferacdo de células linféides no inicio da mitose
(Burckhardt e Guggenheim, 1979; Hess et al., 1988).

Simon et al. (2001) e Sovcikova et al. (2002) reportam que
ha uma relacdo direta entre a citotoxicidade induzida pela CsA e a
mudanca na atividade das enzimas mitocondriais, bem como uma
indugdo na producéo de superdxido.

Portanto, a CsA atua em véarios estagios da resposta
imunolégica a um antigeno, inibindo seletivamente funcbes especificas
dos linfdcitos, restringindo a expansdo clonal ou ativagdo funciona de

linhagens celulares (Figura4) (Leoni et al., 1978; King et al., 1997).
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Figura 4. Esquema propondo o mecanismo de agao da ciclosporina
sobre os linfacitos T. Gentilmente cedido pelo Dr. Rogério Souza

3.3.4. Efeitos colaterais

Apbs o transplante, as drogas imunossupressoras induzem
freqlentemente ateracBes lipidicas e intolerancia glucosidica que
resultam em piora do prognostico dos pacientes. O controle do lipidio
sérico é critico no tratamento dos pacientes apds o transplante (Ducobu,
2002).

Os efeitos colaterais mais comumente relatados incluem
hipertricose, tremor, hipertensdo, reducdo da funcdo rena devido a
nefrotoxicidade, disfuncdo hepética, fadiga, hipertrofia gengival,

distirbios gastrintestinais (anorexia, nausea, vomitos, dor abdomina e
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diarréia) e sensacdo de queimacgdo nas Maos e nos pes (geralmente na
primeira semana de tratamento). Mais raramente podem ocorrer
cefaléias, erupcdes cutaneas de origem possivelmente alérgica, anemia
leve, aumento de peso, edema, pancreatite e convulsbes. Os efeitos
colaterais sdo geralmente dose-dependentes, respondendo prontamente a
reducdo da dose (Kreft et al., 1987; Kaito et al., 1993; Rob et al., 1996;

Mihatsch et al., 1998; Kano et al., 1999; Oriji e Schanz, 2001).

3.3.5. Monitoramento

O monitoramento da CsA em amostras de sangue é
essencial para otimizar a eficacia terapéutica da droga e minimizar sua
toxicidade ja que existem variagcdes substanciais entre 0s pacientes com
relacdo aos parametros farmacocinéticos dessa droga (Kahan et al., 1995;
Loffreda et a. 1997). Aléem disso, pode haver interagcOes
medicamentosas entre a CsA e diversas outras drogas normalmente
administradas para pacientes submetidos a transplante. A dosagem da
ciclosporina sangiiinea € um instrumento eficaz na identificacdo de tais
interacOes indicando prontamente sua magnitude (Holt e Pitty, 1989).

A dosagem da CsA sangliinea é feita, em geral, através do

método de radioimunoensaio (RIE) (Buonpane, 1990) devido a uma
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série de facilidades que ele proporciona, como a sensibilidade do
método, 0 tempo relativamente rapido de rotacdo para um grande
nimero de amostras, a disponibilidade da aparelhagem, entre outras
(Corsi, 1998).

Dentre os véarios equipamentos disponiveis para este fim
estd 0 TDxFLX® , um recurso automatizado para a realizagio de uma
série de testes de laboratério, como drogas terapéuticas, biogquimica,
proteinas especificas, toxicos e drogas de abuso.

O sistema TDxFLX® utiliza a tecnologia de fluorescéncia
polarizada (Fluorescence Polarization Immunoassay - FPIA) e a

metodol ogia de imunoensaio por competicao.

3.3.6. Viasde administracéo

Em humanos a CsA pode ser administrada na forma oral,
intramuscular e intravenosa, sendo a primeira a forma mais comumente
usada. Wassef et a. (1985) avaliaram o perfil farmacocinético da CsA
em ratos, utilizando as diferentes vias de administracéo e concluiram que
a injecdo pela via subcutanea ndo requer anestesia, € mais tolerada pelo
animal e permite que a droga atinja niveis plasmaticos adequados e

uniformes (Spolidorio, 1991).
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3.3.7. Posologia

As concentracOes terapéuticas ideais de CsA ainda néo estéo
bem determinadas. Segundo Towpic et a. (1985), a dose tem que ser
gjustada individualmente. V&rios estudos experimentais relatam o uso de
doses entre 5 e 25mg/K g de peso corporal/dia (Spolidorio, 1991; Aeba et
al., 1993; Cors et a., 1995; Rob et a., 1996; Corsi, 1998; Oriji e
Schanz, 2001). Outros estudos, visando verificar a associagao da CsA
com outras drogas ou sua acdo toxica, relatam o uso de doses entre 1,25
e 3 mg/Kg/dia ou 50mg/Kg/dia, respectivamente (Sovickova et al.,
2002).

Baseados nos fatos até aqui mencionados, como 0 nimero
crescente de cirurgias para transplante de pulm&o, 0 uso cada vez mais
intenso de drogas imunossupressoras para evitar a rejeicdo do Orgéo,
aém de um ato indice de mortalidade dos pacientes receptores de
enxertos, principamente devido a infecces do sistema respiratério,
consideramos oportuno e relevante o desenvolvimento de um modelo
experimental que trouxesse dados sobre os mecanismos envolvidos no
prejuizo do transporte mucociliar observado nos pacientes receptores de

Orgéaos.
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Dessa forma, iniciamos, ha alguns anos, uma linha de
pesquisa em transplante pulmonar em ratos para avaliar os efeitos
causados por dois importantes fatores envolvidos nesse tipo de cirurgia:
a seccao bronquica e o uso de drogas imunossupressoras (Rivero et al.,

2001; Xavier, 2004; Said, 2005).
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4. METODOS

Utilizamos 72 ratos machos da raga Wistar-Furth, com peso
meédio de 300g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

Os animais foram submetidos ao procedimento operatorio
no Laboratorio de Pesquisa em Cirurgia Toréacica da FMUSP, e mantidos
em gaiolas individuais no biotério do mesmo laboratério, sendo pesados
e avaliados diariamente até a data do sacrificio.

Os animais receberam &gua e racéo balanceada ad libitum, e
foram tratados durante todo o0 experimento segundo as normas
internacionais vigentes que regem sua utilizagcdo na pesquisa cientifica

(Guide, 1996; Report, 2001).

4.1. Desenho experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 5 grupos,
de acordo com o procedimento operatorio e o tratamento terapéutico a

que seriam submetidos (figura 5).



Desenho Experimental

72 ratos machos Wistar

sem cirurgia ou terapia
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Figura 5. Fluxograma mostrando a composi¢do dos grupos de acordo
com o tratamento cirdrgico e terapéutico a que foram submetidos

Os animais do grupo Intacto foram acompanhados por 90

dias até a data do sacrificio, sem terem sido submetidos ao procedimento

cirdrgico e ao tratamento terapéutico.

Os animais dos grupos ShSal e ShCsA receberam a

aplicacdo diaria de solucdo sdlina a 0,9% e de ciclosporina A,

respectivamente, apés terem sido submetidos ao procedimento

operatorio, sem arealizacdo da secgdo bronquica.
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Ja os animais dos grupos TrSal e TrCsA receberam doses
diarias de solugcdo salina a 0,9% e de ciclosporina A, respectivamente,
porém, apls terem sido submetidos ao procedimento operatorio

completo, isto € com seccdo brénquica.

4.2. Seccao e anastomose bronquica

Os animais foram sedados em cémara contendo anestésico
inalatorio isoflurano (Isothane, Baxter) (figura 6d), e intubados com
cateter de polietileno 14-G de 7,0 cm de comprimento. A intubagéo
orotraqueal foi realizada com auxilio de laringoscopio pediétrico com

l&mina adaptada para 0 uso em pequenos animais (figura 6b).

Figura 6a. Camara inalatoria contendo gas anestésico para sedacéo para
intubacdo orotraqueal
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A seguir, o cateter foi conectado a um ventilador mecanico
para pequenos animais (Harvard Apparatus, modelo 683), com volume
corrente de 10 ml/kg de peso corporal e freqiéncia de 70 ciclos por

minuto (figura 6¢).

Figura 6b. Intubacdo orotragueal sendo realizada com auxilio de
laringoscdpio pediatrico adaptado para pequenos animais

Figura 6¢. Animal sob ventilacdo mecanica e anestesiagera inaatéria
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A anestesia foi mantida com o mesmo gas isoflurano a 2%,
administrado juntamente com gas oxigénio puro, com fluxo de 0,5 I/min

(figura 6d).

'.&- o

Figura 6d. Equipamentos usados para a realizagdo do procedimento
cirtrgico. IC = instrumental cirargico; VM = ventilador mecanico; VG =
vaporizador de gases, EM = estereomicroscopio; CO = cilindro de
oxigénio; FL =fonte de luz

O animal foi posicionado em decubito lateral direito,
ef etuando-se a assepsia e a tricotomia da regido toracica esquerda.

Em seguida, procedeu-se a abertura da caixatorécica atraves
de toracotomia esquerda de aproximadamente 3,0 cm no quinto espaco

intercostal (figura 6e).
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Figura 6e. Anima em decubito lateral direito podendo-se visuaizar a
porc¢éo superior do pulméo esgquerdo apds realizacéo da toracotomia

Estando o pulmdo esguerdo Vvisivel, readizou-se o
rompimento cuidadoso do ligamento inferior. Apds este procedimento, o
brénquio esquerdo foi isolado da artéria e veia pulmonares através de
dissecacdo e ligado na extremidade proximal, junto a carena, utilizando-
se fio de algodéo 2-0.

Em seguida, o bronquio foi seccionado no seu didmetro
total, préximo a ligadura, e a anastomose brénquica realizada com
sinteses continuas, usando-se fio de polipropileno 8-0, tanto na porcéo

cartilaginosa guanto na membranosa (figuras 6f-h).
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Figura 6f-h. Visualizagdo da anastomose bronquica esquerda realizada
com fio de polipropileno 8-0. Aumento de 8x. CD = coto distal; CP =
coto proximal; PM = por¢do membranosa; PC = por¢do cartilaginosa

Finalizada a anastomose, a ligadura brénguica foi retirada,
restabel ecendo-se o suprimento de ar para o pulméao esquerdo.

A ferida cirurgica foi submetida a sintese em trés planos:
intercostal, muscular e cutaneo. A drenagem do térax foi realizada por
meio de um cateter 19-G, mantido até a retirada total das secrecdes
resultantes do ato cirargico (figura 6i).

Por fim, o aporte anestésico foi interrompido e o animal
mantido sob ventilagdo mecanica, com administracdo de oxigénio puro,
até apresentar sinais de movimento respiratdrio espontaneo, sendo,

ent&o, retirado o tubo tragueal .
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Figura 6i. Posicionamento do dreno toracico até retorno da respiracéo
espontanea

O procedimento operatério foi realizado sempre pelo
mesmo pesquisador, com técnica limpa, ndo-estéril, e com auxilio de um

estereomicroscopio (ZEISS, mod. Stemi DRC) com aumento de até 16x.

4.3. Aplicacdo da ciclosporina A e da solucéo salina a 0,9%

Os animais dos grupos ShCsA e TrCsA receberam
aplicagBes didrias de ciclosporina A (SANDIMMUN®, 50mg/ml,
NOVARTIS), por via subcuténea, na dose de 10 mg/Kg (= 0,2 mi/Kg)
de massa corporal.

Os ratos do grupo ShSal e TrSal receberam solugdo salina
0,9%, também por via subcutanea, na dose de 0,2 mi/Kg de peso

corporal.
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4.4. Dosagem da ciclosporina A no sanguetotal

4.4.1. Coleta

A coleta da amostra de sangue foi realizada imediatamente
antes do sacrificio.

Todos os ratos que receberam ciclosporina A foram
submetidos a coleta de 0,3 ml de sangue através de puncdo da artéria
aorta abdominal. Em seguida, a amostra foi introduzida em frasco
contendo 100 pl de anticoagulante EDTA (&cido

etil enodiaminotetracético), e mantida sob refrigeracéo a-70 °C.

4.4.2. Dosagem da ciclosporina A

A dosagem da ciclosporina A foi realizada pelo Laboratério
de Pesguisa e Farmacologia do Instituto do Coracdo do Hospital das
Clinicas - FMUSP.

Para a andlise, utilizou-se a tecnologia de fluorescéncia
polarizada (Fluorescence Polarization Immunoassay - FPIA) e a
metodologia de imunoensaio por competicdo, por meio do sistema

TDXFLX®.
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4.5. Sacrificio

O sacrificio dos animais ocorreu em dois instantes a partir
da data do procedimento cirdrgico: oito animais de cada grupo apos 30
dias, e os outros oito, apds 90 dias. Todos os animais do grupo Intacto
foram sacrificados apds acompanhamento por 90 dias.

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico
(THIOPENTAX, 0,59, CRISTALIA) e sacrificados pelo método de

exanguinacao, através da seccdo da artéria aorta abdominal.

4.6. transportabilidade do muco IN VITRO

4.6.1. Coleta

Apbs o sacrificio, procedeu-se a retirada dos pulmdes, com
subseqguiente dissecacdo do bronquio principal esquerdo. As amostras de
muco foram coletadas com auxilio de um pincel de pélos macios (Tigre,

n® 02) (figura 7).
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Figura 7. Coleta de amostra de muco do brénquio esquerdo com auxilio
de pincel de pélosfinos

O pincel foi posicionado no bréonquio principa através de
uma pequena abertura feita na porcéo cartilaginosa do mesmo. O muco
gue ficou aderido ao pincel foi colocado sobre uma lamina histol 6gica
contendo 6leo mineral, e, a seguir, colocado em tubo tipo eppendorf
contendo a mesma substancia.

As amostras foram mantidas sob refrigeracdo a-70 °C até a

data da andlise da transportabilidade in vitro.
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4.6.2. Andlise

As amostras de muco foram submetidas a um teste
classicamente aceito e relatado como sendo um meétodo in vitro: a
transportabilidade em palato de ra (Puchelle et al., 1983; Rubin et a.,
1990).

O paato de ra possui um epitélio pseudoestratificado com
células secretoras e numerosas células ciliadas, cobertas por uma camada
continua de muco, com 4 a 8 um de espessura, semelhante ao epitélio
das vias respiratérias dos mamiferos. Por apresentar uma superficie
plana, o palato de ra permite a observacdo direta do deslocamento de
uma amostra de muco colocada sobre seu epitélio.

O procedimento foi realizado da seguinte forma: ara (Rana
catesbeiana) foi anestesiada através de hipotermia induzida em cémara
contendo gelo triturado, por cerca de 50 minutos. A seguir, ndo
respondendo aos testes de verificagdo de reflexo, foi decapitada, com

auxilio de uma guilhotina propria para sacrificio de animais de
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experimentacéo, e o0 seu palato retirado através de dissecagcdo, tomando-
se 0 devido cuidado para ndo danificar a superficie epitelial.

O palato foi mantido por 48 horas sob refrigeracdo a 4C
para que 0 muco da réa fosse quase totalmente esgotado pela agdo de seu
proprio aparelho ciliar. O muco restante foi, entdo, coletado para servir
de controle, em relagdo ao muco dos ratos.

Durante os procedimentos de medida da velocidade, o
palato foi mantido sob temperatura ambiente, dentro de uma camara de
acrilico com 100% de umidade relativa do ar, mantida pelo vapor de uma
solugdo de Ringer em égua destilada (1:1) (73,8 mEg/l Na', 2mEg/l K,
2,3 mEg/l Ca”? e 78 mEg/l ClI) produzido por um nebulizador
ultrassdnico (mod. US-800, ICEL®).

Antes de iniciar as medidas, uma pequena aliquota (cerca de
5ul) da amostra de muco estocada em 6leo mineral foi isolada e
mergul hada rapidamente num recipiente contendo éter de petréleo com o
objetivo de remover o 6leo a e€la aderido. Rubin et a. (1990)
demonstraram que este procedimento ndo altera a transportabilidade e as
caracteristicas reol 6gicas do muco.

A aiquota de muco foi colocada sobre o epitélio ciliado da

regido anterior do palato daré e, durante o seu deslocamento em diregcdo
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a regido posterior, foi cronometrado o tempo gasto para que fosse
percorrida uma distancia pré-estabel ecida de 6 mm.

A medida foi feita através da observagéo do conjunto por
meio de um estereomicroscopio (Zeiss), posicionado sobre a tampa da
camara de acrilico, 0 qual estava composto por uma ocular reticulada. O

aumento utilizado foi de 8x (figuras 8 e 9).

Figura 8. Equipamentos utilizados para medida da transportabilidade
das amostras de muco em palato de rd NU = nebulizador ultrassonico;
CA = camara acrilica; EM = estereomicroscopio; OR = ocular reticulada



Métodos 48

e |
X -
i

L

) -
A > o1y bon |
t'-_-_'- O P R s

Figura 9. Representacdo do palato de ré sendo visualizada através de
ocular reticulada

Foram realizadas cinco tomadas de tempo de cada amostra
de muco, sendo utilizada, para fins estatisticos, a média aritmética dos
valores observados. A cada cinco amostras de muco dos ratos, foi feitaa
medida da transportabilidade do muco da propriara

A velocidade do deslocamento (transportabilidade) das
amostras de muco dos ratos (a) foi comparada com a do muco da prépria
ra (b), sendo, assim, expressa como velocidade relativa (c). Assim,

temos. ¢ = b/a
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4.7. Frequéncia de batimento ciliar in situ

Apés a coleta das amostras de muco, efetuou-se a abertura
total do brénquio principal esquerdo, através de um corte longitudinal no
angulo de contato entre as porgdes cartilaginosa e membranosa, para
exposicdo do epitélio ciliado presente nas paredes internas das vias
respiratorias.

A imagem do epitélio ciliado brénquico foi captada por uma
camera filmadora (Sony, mod. 3CCD Iris) acoplada a um microscépio
optico (Olympus BX50), com aumento de 100x, e enviada para um
monitor de video (Sony Trinitron).

Um estroboscépio (Machine Vision Strobe, mod.5000,
U.S.A.), adaptado com fibra Optica, foi colocado em frente ao epitélio
ciliado, passando a emitir “flashes” a uma freguéncia constante
conhecida (figura 10).

A0 mesmo tempo em que se observava a imagem do
epitélio ciliado gerada no monitor, ia-se diminuindo a freqiéncia da luz
emitida pelo estroboscopio, até o momento em que ndo era mais possivel
a percepcdo dos movimentos ciliares. Neste ponto, 0 mesmo valor da
freqiéncia do estroboscopio, registrado no monitor, era atribuido ao

batimento ciliar.
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Figura 10. Equipamentos utilizados para medida da freqiéncia de
batimento ciliar e da velocidade de transporte mucociliar. CF = camera
filmadora; ES = estroboscopio; FO = fibra optica; MF = monitor de
frequéncia; Ml = monitor de imagem; MO = microscopio optico; OR =
ocular reticulada

4.8. Velocidade de Transporte Mucociliar in situ

A Velocidade de Transporte Mucociliar in situ foi medida
através da observacdo direta de particulas de carbono aderidas a0 muco

do epitélio ciliado brénquico.
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A observagdo foi feita com o auxilio de um microscopio
optico (Olympus BX50), equipado com ocular reticulada, sob aumento
de 100x (figura 10).

Cerca de 1ul de uma solugdo contendo particulas de
carbono foi depositado na extremidade do bronquio; a velocidade de
deslocamento das particulas aderidas a0 muco, ao longo do epitélio
ciliado bronquico, foi cronometrada e registrada como a distancia que a
solucéo percorreu num determinado intervalo de tempo (mm/min).

O estudo da transportabilidade do muco in vitro, bem como
da fregiéncia de batimento ciliar e da velocidade de transporte
mucociliar in situ foram redizados no Laboratorio de Poluicéo

Atmosférica Experimental, Grupo de Defesa Pulmonar.
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4.9. andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se a versdo 4.0
do programa Graphpad Prism for Windows.

Utilizamos o teste de variancia de duplo fator para verificar
a interferéncia dos fatores analisados, bem como uma possivel interacéo
entre eles.

Utilizamos ainda o teste de Bonferroni para verificar a
diferenca entre os grupos para cada fator analisado.

Os dados estédo representados em forma de tabelas e
gréficos, e expressos como meédia + desvio padrdo, tendo sido

considerado como significante um valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Dosagem da CsA sanglinea

Os valores medios da concentragdo de CsA nas amostras de
sangue coletadas tiveram pouca variagao entre os grupos estudados, ndo

havendo diferenca estatisticamente significativa (figura11).
Concentracao de CsA medida no sangue
2500
20001
15001
1000y

5001

Concentracéo de CsA (ng/ml)

ShCsA30 TrCsA30 ShCsA90 TrCsA90
Grupo

Figura 11. Comparagdo entre os grupos que foram submetidos ao procedimento
operatério sem ou com seccdo brénguica e tratados com CsA por 30 ou 90 dias,
quanto a concentracdo sangliinea de CsA (MédiatDP) no momento do sacrificio.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
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5.2. Influéncia do procedimento cirurgico

Os resultados obtidos revelaram que os procedimentos
envolvidos no ato cirdrgico, tais como ventilagdo mecanica, anestesia,
estresse, entre outros, ndo comprometeram a fisiologia do sistema
mucociliar do trato respiratério de ratos, quanto aos parametros e

periodos avaliados (figura 12).

Influéncia do procedimento cirargico

0,57

0,41

0,31

0,21

0,1

0,0

Velocidade de transporte mucociliar (mm/min)

Intacto ShSal30 ShSal90
Grupo

Figura 12. Comparagdo entre o grupo Intacto e os que foram submetidos ao
procedimento operatério sem seccdo brénquica e tratados com solucéo salina por 30
ou 90 dias, quanto a velocidade de transporte mucociliar in situ (MédiatDP) medida
no brénquio esguerdo. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos
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5.3. influéncia da ciclosporina a e da secgdo brénquica

Os parametros avaliados - frequiéncia de batimento ciliar in
situ, transportabilidade das amostras de muco em palato de réa (in vitro)
e velocidade de transporte mucociliar in situ — estdo representados nas
figuras 13, 14 e 15, respectivamente.

Todos os parametros foram influenciados pela terapia com
ciclosporina A, dado que os grupos tratados por 30 ou 90 dias (ShCsA30
e ShCsA90) apresentaram uma diminuic¢éo significativa nos seus valores
(p<0,001) quando comparados aos animais tratados com solucdo salina
por iguais periodos (ShSal 30 e ShSal90).

Os animais submetidos a sec¢do bronquica apresentaram
uma diminuicdo significativa tanto na freqiéncia de batimento dos cilios
(figura 13), aos 30 (p<0,001; grupo TrSal30) e 90 dias (p=0,005; grupo
TrSal90), quanto na velocidade de transporte mucociliar in sSitu
(p<0,001,; figura 15).

O mesmo néo foi observado em relacdo a transportabilidade
das amostras de muco in vitro (figura 14), a qual ndo apresentou valores
significativamente diferentes (p>0,05) entre os grupos submetidos ou
n&o a seccao brénquica (TrSal vs ShSal).

Houve uma tendéncia de recuperacéo da freqiéncia de

batimento ciliar e da velocidade de transporte in situ 90 dias ap6s a
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seccdo bronquica, sendo significativa (p<0,001) apenas nos animais
tratados com solucéo salina (TrSal).

Os grupos submetidos conjuntamente a terapia com
ciclosporina A e a secgdo brénquica (TrCsA) apresentaram valores de
freqUéncia de batimento ciliar (figura 13) significativamente menores em
relagdo aos animais submetidos a apenas um dos dois fatores
isoladamente (TrSal e ShCsA), evidenciando um efeito sinérgico entre
esses fatores.

Quanto a velocidade de transporte mucociliar in situ (figura
15), essa interagcdo entre os fatores foi observada apenas no grupo

estudado por 90 dias (TrCsA90).
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FREQUENCIA DE BATIMENTO CILIAR IN SITU
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Figura 13. Frequéncia de batimento ciliar (MédiatDP) medida no brénquio
esquerdo de ratos submetidos ou ndo a secgdo brénguica e tratados com solugéo
salina ou ciclosporina A por 30 ou 90 dias. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (*vs ShSal; #vs TrSal30 e ShCsA 30; p<0,001)
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TRANSPORTABILIDADE DO MUCO IN VITRO
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Figura 14. Transportabilidade em palato de r& (MédiatDP) das amostras de muco
coletadas do brénquio esguerdo de ratos submetidos ou ndo a seccéo brénquica e
tratados com solugdo salina ou ciclosporina A por 30 ou 90 dias. Houve diferenca
estati sticamente significativa entre os grupos (*vs ShSal; p<0,001)
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Figura 15. Velocidade de transporte mucociliar in situ (MédiatDP) medida no
bronquio esgquerdo de ratos submetidos ou ndo a seccdo brénguica e tratados com
solugdo salina ou ciclosporina A por 30 ou 90 dias. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (*vs ShSal; #vs TrSal90 e ShCsA 30 e 90; p<0,001)

Os valores individuais, bem como os valores médios por
grupo, da concentragdo de CsA das amostras de sangue coletadas estéo
mostrados nas tabelas 1 e 2, respectivamente, do item Anexos.

Os vaores individuais e médios da frequiéncia de batimento
ciliar, registrada no bronquio esquerdo dos animais de cada grupo,

encontram-se nas tabelas 3 e 4, respectivamente, do item Anexos.
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Os valores individuais e médios da transportabilidade em
palato de ra das amostras de muco coletas do bréonquio esquerdo dos
animais de cada grupo, encontram-se nas tabelas 5 e 6, respectivamente,
do item Anexos.

Osvalores individuais e médios da vel ocidade de transporte
mucociliar in situ, registrada no brénquio esquerdo dos animais de cada

grupo, encontram-se nas tabelas 7 e 8, respectivamente, do item Anexos.
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6. DISCUSSAO

O perfeito funcionamento do sistema mucociliar depende,
por um lado, da correta interacdo entre 0s Seus varios componentes,
como: um epitélio ciliado morfofisiologicamente integro, com cilios
movimentando-se de forma sincronizada; uma quantidade adequada de
muco, com propriedades viscoelasticas ideais;, e uma perfeita
composicéo e tamanho da camada de fluido periciliar (Lorenzi et a.,
1992.

Por outro lado, esses fatores sdo diretamente dependentes do
estado de inervagdo e vascularizagdo local (Peatfild e Richardson, 1983).
Durante o transplante de pulmé&o, ambos os suprimentos nervoso e
circulatorio sdo completamente interrompidos e ndo sdo reconectados,
podendo, assim, causar muitos distdrbios no transporte mucociliar (Paul
et al., 1989; Gade et al., 2001).

Varios estudos relatam a importancia da protecdo da
anastomose brénquica - através do pediculo do omento, por exemplo,
para promover a revascularizagcdo local e evitar complicagOes letais
(Legal et al., 1987; Santillan-Doherty et al., 1989).

Pinsker et al. (1979) usaram um modelo experimental em

caes para testar a influéncia do tamanho do componente brénquico distal
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sobre a cicatrizagdo da anastomose. Eles concluiram que a anastomose
lobar (proxima ao pulméo) reduz os efeitos deletérios, provavelmente,
devido a0 melhor suprimento sanglineo colateral pulmonar. Em
contraste, a anastomose longa simples (proxima a carena) causa um
maior grau de necrose.

No presente estudo, realizamos uma anastomose longa
simples e os resultados mostraram um prejuizo importante do transporte
mucociliar nos bronquios operados no 30° dia apds a cirurgia,
corroborando os dados obtidos por Rivero et al. (2001).

Porém, algo diverso foi observado no grupo sacrificado no
90° dia apbs a seccdo, pois a diminuicdo do transporte mucociliar
apresentada ndo foi tao intensa quanto no grupo anterior.

Este prejuizo agudo (30 dias) seguido de uma recuperacdo
tardia (90 dias) do transporte mucociliar, em ratos tratados com solugédo
salina, pode indicar uma certa capacidade de regeneracdo do epitélio
ciliado brénquico.

Brody et a. (1972) observaram que, ja na primeira semana
apos a cirurgia, o transporte mucociliar retorna a valores normais em
caes submetidos ao transplante pulmonar, permanecendo assim, mesmo

em estudos superiores a 26 semanas.
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Entretanto, um outro estudo mostrou que o transporte
mucociliar esteve prejudicado na maioria dos pulmdes transplantados
por periodos superiores a varios meses apés a cirurgia (Edmunds et al.,
1969).

Nossos resultados séo similares aos obtidos por Marelli et
al. (1991), os quais relataram que ha uma recuperacdo da funcéo
mucociliar 12 semanas apos o transplante pulmonar, e que esta pode ser
atribuida a revascularizacéo local.

Um segundo importante fator, aém da lesdo fisica, que
aumenta o risco de infeccdo pulmonar no periodo pos-operatorio
imediato € 0 uso de agentes imunossupressores para evitar a rejeicao ao
enxerto.

A ciclosporina A foi escolhida para ser testada neste estudo
devido ao seu largo uso em pacientes receptores de orgaos (Kahan et a.,
1995; Ruhlmann e Nordheim, 1997; Vaden, 1997).

O estudo da CsA, quanto a sua estrutura, via de
administragdo, efeitos imunossupressores e toxicos, bem como sua
administragdo em associagdo com outras drogas imunossupressoras, €
ainda objeto de pesquisa (Corsi, 1998).

As vias de administracdo da CsA, mais freqUentemente

utilizadas em transplantes humanos, sdo a peroral e a endovenosa. Em
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estudos experimentais em ratos, opta-se geralmente pela utilizagdo das
vias intramuscular e subcutanea.

Quanto a dosagem, procura-se utilizar aquela que previne a
rejeicdo do transplante e apresenta baixo efeito colateral. A dose de CsA
administrada é variavel conforme o tipo de transplante, assim como entre
os transplantados, os quais apresentam diferentes respostas ao processo
dergeicao (Cors et al., 1995).

Neste estudo, a CsA foi administrada diariamente, por via
subcutanea, na dose de 10 mg/Kg de peso corporal. Optamos por este
regime terapéutico, baseados nos trabalhos de Wassef et al. (1985) e
Delaere et a. (1995), além dos estudos ja citados, 0s quais mostraram
gue esta dose suprime efetivamente a resposta imune apés o transplante,
€ bem tolerada pelo rato e mantém uma concentracdo sérica constante.

Importante para a nossa decisdo também foi o trabalho de
Spolidorio (1991), o qual usou o teste cutaneo de hipersensibilidade
tardia provocado pelo DNCB (2,4dinitroclorobenzeno), para a avaliacéo
da resposta imunol 6gica de ratos imunossuprimidos pela ciclosporina. O
teste foi realizado de acordo com Vadas et a. (1975) e Corsini €t al.
(1979). Os resultados obtidos mostraram baixos indices de positividade
as reag0es cutdneas no teste ao DNCB em ratos tratados com

ciclosporina.
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A dosagem realizada nas amostras de sangue coletadas dos
animais imunossuprimidos com a CsA revelou valores muito similares
aos achados nos trabalhos experimentais ja realizados, onde se procurou
estabel ecer a disposicdo cinética dessadroga (Corsi et al., 1995).

Julgamos relevante citar, neste ponto, que, apesar de todos
os cuidados por nos observados no estabelecimento do protocolo ideal
para esse estudo, ndo pudemos evitar os efeitos colaterais proprios da
droga em questdo, como ja mencionados anteriormente.

Foi assim que, no inicio dos experimentos, observamos um
importante indice de morbidade e mortaidade dos animais
imunossuprimidos, nos primeiros dias apos o procedimento operatorio,
guando comparados aos tratados com solugdo salina. Mesmo entre estes
altimos, observamos uma certa morbidade, sendo que demoravam trés
dias, em média, para apresentarem sinais de retomada do padr&o normal
de atividades. Ja nos animais imunossuprimidos, esse periodo era, em
meédia, de oito dias.

Essa observacdo levou-nos a reformular o desenho
experimental que havia sido tragado inicialmente. Assim, eliminamos os
grupos em que os animais seriam sacrificados 1, 2 ou 7 dias apés a
cirurgia, com o intuito de evitar a possivel interferéncia da morbidade

nas medidas realizadas, decorrente tanto do procedimento cirdrgico
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guanto dos efeitos colaterais resultantes da terapia com ciclosporina A,
como falta de apetite, hipertricose e tremor das extremidades, entre
outros.

Quanto aos resultados obtidos na medida da velocidade de
transporte mucociliar, da frequéncia de batimento ciliar e da
transportabilidade das amostras de muco em palato de ra, nos animais
submetidos a imunossupressdo pela ciclosporina A, observamos que, de
forma geral, esses componentes do sistema mucociliar foram
significativamente prejudicados.

Além disso, notamos a interferéncia da ciclosporina sobre o
grupo TrCsA90, o qual n&o apresentou uma recuperacdo significativa do
sistema mucociliar do bréonquio operado quando comparado ao grupo
TrCsA30. Lembrando que no grupo TrSal90, tratado com solucéo salina,
verificamos a recuperagdo do sistema em comparagcdo com O grupo
TrSal30.

N&o fazia parte de nossos objetivos, neste estudo, investigar
o local exato, bem como o mecanismo, de acdo da CsA no nivel
molecular; porém, podemos fazer algumas inferéncias sobre 0 que varios
autores jarelataram.

Embora os eventos moleculares ndo estejam bem definidos,

evidéncias indicam que a CsA bloqueie um estdgio inicial da ativagéo
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dos linfécitos (King et al., 1997; Ceyhan et a., 1998), além de inibir a
producéo de interleucina-2 e outras linfocinas (Winter et a., 1995; Wada
et al., 1998).

Uma teoria sobre o mecanismo de agdo da CsA trata de sua
influéncia sobre o calcio citoplasmético, o qual é essencial para uma
funcdo celular normal (Ruhimann e Nordheim, 1997; Mihatsch et al.,
1998).

Alguns autores relatam ainda que ha uma relacéo direta
entre a citotoxicidade induzida pela CsA e mudancas nas atividades de
enzimas mitocondriais (Simon et a., 2001; Sovcikovaet al., 2002).

A CsA poderia também se associar a receptores nucleares
parainibir atranscricdo genética de proteinas secretadas por fibroblastos,
células endoteliais, macrofagos e mondcitos (Khanna et al., 1994).

Baseados nesses dados, podemos supor a influéncia da CsA
sobre a atividade das células do epitélio respiratorio, prejudicando tanto
0 mecanismo de batimento ciliar quanto a producéo e composicéo do
muco, ja que, neste estudo, a velocidade de transporte mucociliar medida
nos bronguios principal esquerdo foi significativamente diminuida apés
o tratamento com CsA por 30 ou 90 dias.

Por fim, julgamos importante fazer algumas consideractes

sobre o papel da secrecdo bronquica no transporte mucociliar.
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O muco respiratério deve possuir algumas caracteristicas
gue permitam suainteragdo com as células ciliadas, como uma espessura
adequada da camada periciliar (fase sol) e um comportamento mecanico
ideal.

Se a camada periciliar estiver muito alargada, os cilios ndo
serdo capazes de alcancar a fase gel - sobre a qual ficam aderidas as
particulas inaladas, ndo podendo, desta forma, empurra-la adiante, ao
longo da arvore respiratéria.

Por outro lado, se a camada periciliar for muito fina, os
cilios ficardo permanentemente em contato com a fase gel, tornando
bastante dificil o movimento de recuperacéo dos mesmos (Widdicombe e
Widdicombe, 1995).

Em ambas as situagfes, havera um prejuizo no transporte
mucociliar, ocasionando uma estagnagdo do muco respiratério,
caracteristica de varias doencas das vias aéreas (Macchione et al., 1995),
dado gue os microorganismos patogénicos ai presentes terdo mais tempo
para atingirem as células-alvo.

A composicao da fase sol é controlada por um complexo
mecanismo de absorc¢éo e secrecdo de liquidos através de vérios canais

idGnicos da membrana apical das células epiteliais. Além disso, os canais
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iGnicos provavelmente regulam o grau de hidratagdo da fase gdl,
modulando suas propriedades reoldgicas (Verdugo, 1990).

O muco respiratério deve ter ainda propriedades fisicas
ideais (viscosidade e elasticidade) para permitir a penetracéo dos cilios e
para receber sua energia transmitida, promovendo, assim, o transporte do
muco através do epitélio (Lopez-Vidriero, 1987).

Para avaliar a transportabilidade das amostras de muco,
utilizamos um modelo in vitro de palato de ra depletado de muco. Este
modelo € bastante Util devido ao fato de o palato da ré&touro ser
revestido com um epitélio pseudoestratificado semelhante ao encontrado
nas vias aéreas do ser humano (Puchelle et al., 1988). Em adicdo, Rubin
et a. (1990) sugeriram que 0 muco da r&touro tem propriedades
viscoel asticas similares as do muco respiratorio normal de mamiferos.

Nossos resultados mostraram uma diferenca significativa
entre as amostras col etadas dos grupos tratados com CsA e dos tratados
com salina, e também entre as dos brénquios operados e dos que nédo o
foram. Esses dados suportam a hipotese da influéncia direta ou indireta
tanto da terapia com CsA quanto da seccdo bronguica sobre a estrutura
do muco respiratério, resultando num prejuizo da transportabilidade pelo

epitélio ciliado do palato de ra.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitiram

concluir que:

1. A sec¢do bronquica causou a diminuicdo na freqiiéncia de batimento
dos cilios e alterou as propriedades viscoelésticas do muco, o que
resultou numa diminuicdo da velocidade do transporte mucociliar

broénquico.

2. A imunossupressdo pela ciclosporina A também ocasionou a
diminuicdo da velocidade de transporte mucociliar, como resultado de
uma diminuicdo da freqtiéncia de batimento ciliar e da transportabilidade

do muco.

3. Houve um €feito sinérgico entre a seccdo brénquica e a terapia com
ciclosporina A sobre a frequéncia de batimento ciliar nos dois tempos
estudados, bem como sobre a velocidade de transporte mucociliar in Situ

apos 90 dias de tratamento.
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Tabela 1. Vaores individuais da concentragdo de ciclosporina A (CsA)

no sangue total.

Concentracédo de CsA no

Animal
sangue (ng/ml)
1ShCsA30 428,96
2ShCsA30 699,58
3ShCsA30 1005,52
4ShCsA30 1223,58
5ShCsA30 1309,46
6ShCsA30 1424,60
7ShCsA30 1623,52
8ShCsA30 2257,36
1ShCsA90 720,92
2ShCsA90 984,98
3ShCsA90 1157,08
4ShCsA90 1260,70
5ShCsA90 1370,76
6ShCsA90 1506,70
7ShCsA90 1642,24
8ShCsA90 2010,16
1TrCsA30 554,30
2TrCsA30 635,96
3TrCsA30 1007,84
4TrCsA30 1205,06
5TrCsA30 1421,12
6TrCsA30 1525,58
7TrCsA30 1805,84
8TrCsA30 2451,16
1TrCsA90 506,10
2TrCsA90 723,74
3TrCsA90 1131,60
4TrCsA90 1421,60
5TrCsA90 1495,00
6TrCsA90 1683,66
7TrCsA90 1973,68
8TrCsA90 2804,34
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Tabela 2. Vaores médios da concentracéo de ciclosporina A (CsA) no
sangue total por grupo.

GIUDO Concentracdo sangliinea de CsA
P (média + DP; ng/ml)
ShCsA30 1246,57 + 563,88
ShCsA90 1331,69 + 399,59
TrCsA30 1325,86 + 624,80

TrCsA90 1467,47 + 725,38
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Tabela 3. Vaoresindividuais de freqiiéncia de batimento ciliar (FBC)
do bronquio esquerdo (Hertz).

Animal FBC Animal FBC Animal FBC
lintacto 8,49 1ShCsA30 6,81 1TrSal90 7,84
2Intacto 9,60 2ShCsA30 7,64 2TrSal90 7,68
3intacto 9,15 3ShCsA30 7,13 3TrSal90 7,27
4Intacto 7,85 4ShCsA30 4,97 4TrSal90 6,77
Sintacto 8,84 5ShCsA30 4,55 5TrSal90 7,17
6intacto 8,06 6ShCsA30 6,73 6TrSal90 6,55
7Intacto 7,67 7ShCsA30 7,25 7TrSal90 6,67
8Intacto 7,53 8ShCsA30 6,86 8TrSal90 7,22
1ShSal30 8,15 1TrCsA30 4,39 1ShCsA90 5,35
2ShSal30 8,23 2TrCsA30 4,05 2ShCsA90 6,53
3ShSal30 7,92 3TrCsA30 3,98 3ShCsA90 7,13
4ShSal30 9,34 4TrCsA30 4,76 4ShCsA90 6,93
5ShSal30 8,74 5TrCsA30 3,40 5ShCsA90 5,04
6ShSal30 8,47 6TrCsA30 4,22 6ShCsA90 6,72
7ShSal30 8,86 7TrCsA30 3,86 7ShCsA90 7,05
8ShSal30 7,07 8TrCsA30 5,91 8ShCsA90 3,83
1TrSal30 4,72 1ShSal90 9,46 1TrCsA90 4,84
2TrSal30 5,98 2ShSal90 9,05 2TrCsA90 4,75
3TrSal30 4,37 3ShSal90 10,45 3TrCsA90 5,31
4TrSal30 6,22 4ShSal90 8,51 4TrCsA90 4,04
5TrSal30 5,62 5ShSal90 10,14 5TrCsA90 5,52
6TrSal30 5,16 6ShSal90 7,52 6TrCsA90 5,03
7TrSal30 6,03 7ShSal90 8,97 7TrCsA90 6,21

8TrSal30 4,54 8ShSal90 7,75 8TrCsA90 5,15
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Tabela 4. Valores médios da Frequéncia de
Batimento Ciliar (FBC) por grupo.

FBC
Grupo (médiaDP; Hertz)
Intacto 8,40+ 0,75

Shsal30 8,35+ 0,68
TrSal30 5,33+ 0,73
ShCsA30 6,49+ 1,11
TrCsA30 4,32+0,75
Shsal9o 8,08+ 1,04
Trsal90 7,15+ 0,47
ShCSA90 6,07 % 1,20

TrCsA90 5,11+ 0,63
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Tabela 5. Vaores individuais da Transportabilidade do Muco in vitro
(TM; rato/rd).

Animal TM Animal T™M Animal T™M
lintacto 1,06 1ShCsA30 0,66 1TrSal90 0,66
2Intacto 0,98 2ShCsA30 0,48 2TrSal90 1,03
3intacto 1,05 3ShCsA30 0,45 3TrSal90 0,76
4Intacto 1,06 4ShCsA30 0,62 4TrSal90 0,72
Sintacto 1,05 5ShCsA30 0,78 5TrSal90 0,65
6intacto 0,81 6ShCsA30 0,64 6TrSal90 0,64
7Intacto 0,87 7ShCsA30 0,52 7TrSal90 0,59
8Intacto 0,96 8ShCsA30 1,04 8TrSal90 0,55
1ShSal30 0,63 1TrCsA30 0,62 1ShCsA90 0,76
2ShSal30 1,15 2TrCsA30 0,78 2ShCsA90 0,71
3ShSal30 0,94 3TrCsA30 0,41 3ShCsA90 0,68
4ShSal30 0,90 4TrCsA30 0,79 4ShCsA90 0,80
5ShSal30 1,02 5TrCsA30 0,62 5ShCsA90 0,86
6ShSal30 1,13 6TrCsA30 0,73 6ShCsA90 0,59
7ShSal30 0,82 7TrCsA30 0,74 7ShCsA90 0,57
8ShSal30 1,00 8TrCsA30 0,57 8ShCsA90 0,77
1TrSal30 0,97 1ShSal90 0,86 1TrCsA90 0,68
2TrSal30 0,76 2ShSal90 0,91 2TrCsA90 0,41
3TrSal30 1,08 3ShSal90 0,86 3TrCsA90 0,71
4TrSal30 0,79 4ShSal90 0,80 4TrCsA90 0,64
5TrSal30 0,65 5ShSal90 0,90 5TrCsA90 0,57
6TrSal30 0,60 6ShSal90 0,76 6TrCsA90 0,75
7TrSal30 0,88 7ShSal90 0,96 7TrCsA90 0,49
8TrSal30 0,74 8ShSal90 0,82 8TrCsA90 0,57




Anexos 80

Tabela 6. Vaores médios da Transportabilidade
do Muco in vitro (TM) por grupo.

™
Grupo (média+DP;
rato/rd)
Intacto 0,98 + 0,10
ShSal30 0,95+ 0,17
TrSal30 0,81+ 0,16
ShCsA30 0,65+ 0,19
TrCsA30 0,66 £ 0,13
ShSal90 0,86 + 0,06
TrSal90 0,70+ 0,15
ShCsA90 0,72+ 0,10
TrCsA90 0,60+ 0,11
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Tabela 7. Vaores individuais da Velocidade de Transporte Mucociliar
insitu (VTM) do brénquio esquerdo (mm/min).

Animal VTM Animal VTM Animal VTM
lintacto 0,34 1ShCsA30 0,24 1TrSal9o0 0,28
2Intacto 0,49 2ShCsA30 0,32 2TrSal90 0,31
3intacto 0,26 3ShCsA30 0,29 3TrSal90 0,28
4Intacto 0,33 4ShCsA30 0,16 4TrSal90 0,22
SIntacto 0,37 5ShCsA30 0,21 5TrSal90 0,29
6intacto 0,35 6ShCsA30 0,26 6TrSal90 0,23
7Intacto 0,39 7ShCsA30 0,34 7TrSal90 0,21
8Intacto 0,32 8ShCsA30 0,31 8TrSal90 0,29
1ShSal30 0,35 1TrCsA30 0,08 1ShCsA90 0,20
2ShSal30 0,38 2TrCsA30 0,08 2ShCsA90 0,26
3ShSal30 0,40 3TrCsA30 0,06 3ShCsA90 0,34
4ShSal30 0,44 4TrCsA30 0,09 4ShCsA90 0,31
5ShSal30 0,39 5TrCsA30 0,04 5ShCsA90 0,20
6ShSal30 0,36 6TrCsA30 0,07 6ShCsA90 0,28
7ShSal30 0,41 7TrCsA30 0,05 7ShCsA90 0,27
8ShSal30 0,26 8TrCsA30 0,12 8ShCsA90 0,20
1TrSal30 0,10 1ShSal90 0,40 1TrCsA90 0,13
2TrSal30 0,08 2ShSal90 0,37 2TrCsA90 0,12
3TrSal30 0,13 3ShSal90 0,48 3TrCsA90 0,11
4TrSal30 0,07 4ShSal90 0,34 4TrCsA90 0,08
5TrSal30 0,13 5ShSal90 0,43 5TrCsA90 0,12
6TrSal30 0,09 6ShSal90 0,28 6TrCsA90 0,13
7TrSal30 0,05 7ShSal90 0,35 7TrCsA90 0,19

8TrSal30 0,11 8ShSal90 0,29 8TrCsA90 0,10
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Tabela 8. Vaores médios da Veocidade de
Transporte Mucociliar in situ (VTM) por grupo.

VTM
Grupo
(média+DP; mm/min)

Intacto 0,36 + 0,07
ShSal30 0,37 £ 0,05
TrSal30 0,10+ 0,03
ShCsA30 0,27 £ 0,06
TrCsA30 0,07 £ 0,03
ShSal90 0,37 £ 0,07
TrSal90 0,26 £ 0,04
ShCsA90 0,26 £ 0,05
TrCsA90 0,12+ 0,03
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