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RESUMO

Monteiro R. Avaliacdo das alteragbes anatémicas cardiacas secundarias ao
enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2004. 87p.

Introducdo: Além das ja conhecidas repercussdes morfofuncionais que
ocorrem nos pulmodes de pacientes com enfisema pulmonar, varios érgaos e
estruturas sofrem o impacto dessas alteracbes, dentre eles o coracao.
Apesar da extensa literatura sobre enfisema pulmonar, ha poucos trabalhos
avaliando os efeitos do enfisema induzido experimentalmente sobre o
coragao, sobretudo cronicamente.

Objetivo: Este trabalho tem como objetivo avaliar a ocorréncia e as
repercussdes de enfisema pulmonar quimicamente induzido e as alteracoes
morfolégicas presentes em coragbes de ratos apds sua inducgdo,
acompanhando sua progressao ao longo do tempo.

Material e Método: Foram avaliados 75 ratos divididos em dois grupos,
papaina (N=50) e controle (N=25), submetidos a instilagao intratraqueal de
papaina e solucdo fisiolégica, respectivamente. Os animais foram
sacrificados 30, 60, 90, 120 ou 180 dias apés a instilacdo. Foi realizada
gasometria do sangue arterial, analise morfométrica dos pulmdes e coracao,
bem como avaliacao do peso corpoéreo e sua relagdo com o peso cardiaco .

Resultados:A instilacdo de papaina produziu destruicdo do tecido alveolar,
mimetizando alteracbes morfolégicas encontradas no enfisema pulmonar,
sem repercussao na funcéo de trocas gasosas. O ventriculo direito e septo
interventricular ndo apresentaram alteragcdes macroscépicas significativas no
periodo de até seis meses apds a inducdo do enfisema. A cavidade do
ventriculo direito apresentou dilatacao, a partir de 120 dias ap6s indugédo do
enfisema. O ventriculo esquerdo apresentou significativa reducéo da area de
sua cavidade, 90 dias ap6s a inducao do enfisema pulmonar, acompanhada
de discreto espessamento de sua parede.

Conclusées: O modelo experimental empregado foi eficiente para induzir
morfologicamente o enfisema pulmonar, embora sem alteracdes
hemogasométricas. A presenca de enfisema pulmonar nao provocou
alteragdes morfologicas na parede do ventriculo direito e septo
interventricular. A destruicdo alveolar induziu hipertrofia do ventriculo
esquerdo e dilatacdo do ventriculo direito provavelmente secundaria a esta.

Descritores:  Modelos  animais de  doencas. Ratos  Wistar.
Papaina/farmacologia. Enfisema pulmonar/induzido quimicamente. Enfisema
pulmonar/fisiopatologia. Ventriculo cardiaco/anatomia & histologia.
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SUMMARY

Monteiro R. Evaluation of the cardiac anatomical alterations secondary to the
pulmonary emphysema: experimental study in rats. [thesis]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2004. 87p.

Introduction: Besides the well known morphofunctional repercussions
observed in patients lungs with pulmonary emphysema, several organs and
structures suffer the alterations impact, the heart among them. In spite of the
vast pulmonary emphysema literature, there are few papers analyzing the
effects of the experimentally induced emphysema in the heart, above all
chronically.

Objective: The purpose of this study is to evaluate the occurrence and
repercussions of the pulmonary emphysema chemically induced and the
morphological alterations present in heart of rats post-induction, following its
progression afterwards.

Material and Method: Seventy five rats divided into two groups papain (N=50)
and control (N=25), submitted to intratracheal instillation of papain and saline
solution, respectively, were evaluated. The animals were sacrificed 30, 60,
90, 120 or 180 days post-instillation. Arterial blood gases, cardiac and
pulmonary morphometrical analysis as well as body weight and its relation to
cardiac weight evaluation were performed.

Results: The papain instillation produced alveolar tissue destruction similar to
the morphological alterations observed in pulmonary emphysema without
arterial blood gases changes. Right ventricle and interventricular septum did
not show significant macroscopic alterations until six months after
emphysema induction. The right ventricle area presented enlargement 120
days post-induction of the pulmonary emphysema. The left ventricle
presented significant cavity area decrease 90 days post-induction of the
pulmonary emphysema, followed by slight wall thickening.

Conclusions: The adopted experimental model was efficient to
morphologically induce the pulmonary emphysema, although, without arterial
blood gases changes alterations. The pulmonary emphysema presence did
not provoke morphological changes in the right ventricle wall and
interventricular septum. The alveolar destruction induced left ventricular
hypertrophy and enlargement of the right ventricle, probably secondary to the
first one.

Keywords: Disease models, animal. Rats, Wistar. Pulmonary
emphysema/chemically induced. Pulmonary emphysema/physiopathology.
Heart ventricle/anatomy & histology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica e Enfisema Pulmonar

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma das principais
causas de morte e incapacitacdo em todo o mundo, com mais de 16 milhdes
de individuos afetados sé nos Estados Unidos (""?. Representa a quarta e a
quinta causa de morte mais freqlente nos Estados Unidos e no Reino Unido,
respectivamente ). No Brasil, é responsavel por cerca de 30 mil 6bitos/ano,

Y. Estima-se que haja trés milhdes de

sendo a quinta causa de morte ¢
portadores da doenca em nosso pais. Ao contrario de diversas doencas
crénicas que estdo em declinio, a progressdao da DPOC é alarmante,
exibindo numeros universalmente crescentes. Prevé-se que até 2020 sera a
terceira causa de morte mais freqiente no mundo, sendo superada apenas
pela doenca cardiaca isquémica e pela doenga vascular cerebral ©.
Somente nos Estados Unidos, o o6nus da doenca é de
aproximadamente US$ 30 bilhdes por ano ©. No Brasil, segundo dados do
DATASUS, a cada ano sao hospitalizados 280 mil brasileiros com DPOC,
sendo gastos cerca de R$ 100 milhdes com internacdes destes pacientes .
A denominacdo DPOC engloba uma série de doencas de diferentes
etiologias que tém em comum a presenca de obstrucdo ao fluxo aéreo nao
completamente reversivel. A limitacado ao fluxo aéreo €& geralmente

progressiva e associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a

particulas e/ou a gases irritantes ©.

Rosangela Monteiro
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Dentre os pacientes com DPOC, aproximadamente 20% apresentam
enfisema pulmonar, enquanto os outros 80% tém bronquite crbnica ou,
ainda, uma combinacio destas duas afeccdes'”.

O enfisema pulmonar acomete predominantemente individuos entre
50 e 75 anos, existindo uma importante relacdo com tabagismo, que se
estima ser responsavel por 75 a 90% de todos os casos ®. Os numeros
variam nos diferentes artigos, mas ha registros de que entre 15 e 25% do

total de fumantes desenvolvem DPOC ©19,

Estas discrepancias sao
atribuidas a dificuldade de diagnéstico, particularmente nas fases mais
precoces da doenca''!.

O enfisema pulmonar é o maior responsavel pelo custo econémico
diretamente relacionado a problemas de salde determinados pelo
tabagismo e, ainda, por custos indiretos de morbidade, perda salarial e
morte precoce. Dados sugerem que ha cerca 1,1 bilhdo de fumantes ao
redor do mundo, sendo estimado que, aproximadamente, 500 milhdes das
pessoas vivas na atualidade irdo morrer em consequéncia do tabagismo'”.

Dada a sua alta prevaléncia, a DPOC merece destague como
problema de saude publica, tornando-se assunto de investigacao cientifica
aprofundada, sobretudo o enfisema pulmonar pela sua fisiopatologia
controversa.

Além do tabagismo, outros fatores tém sido associados ao enfisema
pulmonar como poluicao atmosférica, deficiéncia hereditaria de o 1-antitripsina
e anomalias hereditarias da sintese da matriz extracelular, como a cutis

laxa'?,

Rosangela Monteiro
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A palavra enfisema é de origem grega e significa “cheio de ar”,
procurando representar as alteragdes morfofuncionais encontradas nos
pulmdes de pacientes portadores da doenca. A hiperinsuflacdo leva a
reducdo do recolhimento elastico e a limitacao expiratéria ao fluxo aéreo,
aumenta o trabalho ventilatério, prejudicando as trocas gasosas e levando a
incapacidade progressiva para atividades fisicas 9.

O enfisema pulmonar é definido, segundo o National Heart, Lung and
Blood Institute ', como o aumento permanente dos espacos aéreos distais
aos bronquiolos terminais, acompanhado de destruicdo de suas paredes
sem a presenca de fibrose severa. Portanto, enfisema é um termo de carater
anatomo-patolégico, sendo com freqiéncia, erroneamente, empregado
como sindénimo de DPOC.

A destruicdo das paredes foi caracterizada como presenga de uma
nao-uniformidade no padrao dos espacos aéreos dilatados, levando a perda
da arquitetura normal do acino. Esta destruicdo alveolar acarreta alteracoes
histolégicas que podem ser comprovadas por meio de técnicas
morfométricas, dentre elas o calculo do diametro alveolar médio que
encontra-se aumentado, representando talvez o indicador mais sensivel do
processo enfisematoso %',

Outra alteracdo morfolégica observada é a diminuicdo do diametro
interno dos bronquiolos, mostrando as conseqiéncias do rompimento da
tracao elastica radial exercida pelas paredes alveolares sobre as pequenas

(15)

vias aéreas Este aspecto ajuda a explicar o fechamento precoce das

Rosangela Monteiro
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pequenas vias aéreas durante a expiragdo nos pacientes enfisematosos,
com consequente retencao de ar ao final da expiragéo.

Ha ainda, outro parametro morfométrico que pode estar alterado no
enfisema pulmonar, que é a superficie alveolar que pode estar reduzida,
representando substrato anatémico para explicar a dificuldade de difusdo de
gases que os pacientes portadores desta doenca podem apresentar (1319,

Varios tipos de enfisema pulmonar podem ser definidos, de acordo
com o padrao de acometimento da anatomia e distribuicdo nos lébulos e dos
acinos pulmonares, sendo os principais, o centrilobular e o panacinar '®17.

No enfisema centrilobular, os bronquiolos respiratérios e alvéolos das
regides mais centrais do acino pulmonar estdao acometidos, enquanto que os
alvéolos distais estao preservados. Neste tipo de enfisema, as lesdes sao
mais intensas e mais comuns nos lobos superiores, particularmente nos
segmentos apicais.

Em contrapartida, no enfisema panacinar, os &cinos estao
comprometidos por um alargamento difuso, habitualmente estendendo-se
desde a regido hilar até a periferia dos pulmdes. Este é o padrao de
enfisema encontrado com maior freqtiéncia em individuos com deficiéncia da
enzima o ¢-antitripsina.

Ha, ainda, outros tipos de enfisema pulmonar como o para-septal, que
apresenta-se como dilatacdo pulmonar focal dos espacos aéreos, junto aos

septos interlobulares ou sob as pleuras, acompanhado de destruicdo de

suas paredes, e o enfisema irregular, onde os acinos estao irregularmente

Rosangela Monteiro
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afetados, surgindo na vizinhanca de processos inflamatoérios cronicos.

Contudo, estes tipos sdo pouco freqiientes e de menor relevancia clinica.

1.2 Modelos Animais de Doenca

Ha cerca de 150 anos modelos animais tém sido desenvolvidos para
estudo das causas, mecanismos e terapéutica das doengcas humanas.

Os principios do uso de animais como modelo de estudo e
transposicdo para a fisiologia humana foram introduzidos por Claude
Bernard, no final do século XIX. Ja naquela época, este pesquisador
enfatizou a aplicabilidade da experimentacdo animal aos humanos por meio
de situacbes fisicas e/ou quimicas que resultassem em alteracées nos
animais semelhantes as provocadas pelas doencas 8.

Um modelo animal deve apresentar as seguintes caracteristicas!'®:

e permitir o estudo dos fenémenos biolégicos ou de
comportamento animal;

e investigar um processo patolégico espontaneo ou induzido;

e assemelhar-se em um ou mais aspectos ao
fenbmeno/doenca em seres humanos.

Na literatura podem ser identificados quatro categorias basicas de
modelos animais'?:

e nduzido — situacbes em que a condigcdo/doenca a ser
investigada é induzida experimentalmente;
e espontdneo — utilizam variantes genéticas de doencas

humanas que ocorrem naturalmente nos animais;

Rosangela Monteiro
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® negativo — animais em que uma doenca especifica ndo se
desenvolve, ou ainda, que demonstrem falta de reatividade a
um estimulo especifico;
e Orfdo — condicao que ocorre naturalmente em animais, mas
que ainda ndo foi descrita em seres humanos e que é
“adotada” quando uma doenca semelhante € identificada no
homem posteriormente.
O modelo induzido, como o que foi empregado em nosso estudo, é a
Unica categoria que permite a escolha livre de espécies. Da mesma forma, o
uso tradicional de algumas espécies acaba por consagrar alguns modelos
experimentais que se tornam de uso freqlente. O rato € um animal
extensivamente usado para estudo de doencas que acometam o trato
respiratério, como asma e bronquite, além do proprio enfisema pulmonar.
Segundo Fagundes e Taha '® em levantamento realizado nas bases
de dados PubMed, Lilacs, SciELO e Biblioteca Cochrane, num periodo de
quatro anos, o rato foi o animal mais usado em pesquisa, seguido pelo
camundongo, coelho, cdo, suino e primata. Ainda segundo estes autores,
cerca de 85% dos artigos experimentais do PubMed e 70% da Lilacs
utilizavam ratos ou camundongos.
A busca do entendimento dos fatores etiolégicos, mecanismos e
tratamento das doencas usando outras espécies animais como modelo
trouxe também a dificil tarefa de extrapolacdo dos resultados destes

modelos para seres humanos (1829,

Rosangela Monteiro
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A reproducdo de condicbes patolégicas em animais de
experimentacdo enfrenta uma série de limitagbes intrinsecas aos
mecanismos etiopatogénicos e fisiopatoldégicos complexos. Assim, estas
limitacbes, apesar de nao invalidarem a utilizacdo dos modelos
experimentais, requerem cautela no julgamento de seus resultados %
Apesar do rato e do homem claramente compartilharem muitos processos
fisiolégicos bésicos, cada modelo animal deve ser visto como um

componente do processo no estudo da doenca e nao isoladamente ou

extrapolado diretamente para o homem ©.

1.3 Modelos Experimentais de Enfisema Pulmonar

Considerando-se o grande impacto epidemioldgico das doencas
obstrutivas crbnicas, particularmente do enfisema pulmonar, modelos
experimentais que resultem em alteragdes tanto morfo-histolégicas como
fisioldgicas destes pulmdes, mimetizando as alteragcbes encontradas no
pulmdo humano deste tipo de paciente, revestem-se de extrema
importancia.

Apesar dos primeiros modelos datarem da década de 60, a busca por
um modelo ideal que inclui novos mecanismos de indugdo de DPOC e o
aperfeicoamento dos existentes levou cerca de 80 pesquisadores a se
reunirem, ha quase 3 anos, na Universidade de Siena, para discutirem o
assunto @Y. Em Gltima andlise, este encontro teve por objetivo estabelecer

um férum de discussao onde os participantes pudessem trocar informacgdes

Rosangela Monteiro
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geradas em seus experimentos, acelerando a tradugao destas em melhoria
no tratamento dos pacientes.

Varios modelos animais de enfisema pulmonar tém sido
desenvolvidos como ferramenta para investigar os fatores bioquimicos e
fisiopatolégicos responsaveis pela evolucdo da doenca. O acumulo dos
resultados obtidos em varios trabalhos usando modelos experimentais tem
permitido melhor compreensdo das respostas celulares, anatdmicas e
bioquimicas dos pulmbées a uma série de agressbes e as alteragcoes
genéticas. Além disso, estes modelos experimentais tém sido utilizados em
estudos de novas drogas e terapéuticas que buscam a reparacdo e o
crescimento do tecido alveolar®23),

O enfisema pulmonar pode ser induzido de varias maneiras e
utilizando animais de diferentes espécies como roedores, caes, macacos,
ovelhas, entre outros.

A administracdo intrapulmonar de proteinases, particulas e outras
substancias exdgenas, bem como a exposicdo ao cigarro, estdo entre os

32432) Modelos que empregam ozénio,

modelos mais relatados na literatura |
elastase pancredtica, dioxido de enxofre, didxido de nitrogénio e particulas
de diesel tém sido empregados para produzir tosse, inflamacao e
hipersecrecao de muco, alguns dos principais sintomas da DPOC.

A manipulagcdo genética também pode resultar em aumento dos
espacos aéreos durante o desenvolvimento e ao longo da vida, surgindo
como um novo instrumento para compreensao dos fatores envolvidos na

formacao e destruicao alveolar 334,
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Cada um dos métodos de indugdo do enfisema pulmonar tem
vantagens e limitacbes proprias, necessitando de interpretacao
individualizada.

Gross et al. @¥

, em 1964, foram os primeiros a induzir o enfisema
pulmonar experimental em ratos com instilacdo intratraqueal de papaina,
uma enzima proteolitica extraida da fruta e seiva da arvore da papaia
(Carica papaya). Originou-se, entdo, uma série de investigacbes para a

determinacdo do papel das proteases®

na fisiopatologia do enfisema
pulmonar, através da administracdo de enzimas proteoliticas, como a
papaina e a elastase pancreatica, por instilacao intratraqueal ou por inalagao
via aerossol (#426:36-38)

As alteracoes histopatolégicas e morfométricas encontradas em
pulmdes submetidos a acdo da papaina demonstram aumento de espacos
alveolares, com ruptura de septos alveolares, satisfazendo critérios
morfolégicos de reproducao do enfisema pulmonar panacinar, caracterizado
por um aumento uniforme dos acinos desde o bronquiolo respiratério até o

258839 O tipo panacinar € o mais comum, constituindo

alvéolo terminal
aproximadamente 95% dos casos de enfisema pulmonar.

Além dos aspectos morfolégicos, varios estudos avaliaram a
alteracdes na dindmica respiratéria de animais apds exposicao dos animais
a papaina. Alguns estudos demonstraram alteracbes da mecénica

ventilatéria como aumento da capacidade residual funcional, do volume total

pulmonar e da complacéncia pulmonar, sugerindo diminuicdo da pressao de
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recolhimento elastico desses pulmdes, reproduzindo, assim, alteracoes

funcionais do enfisema pulmonar em humanos''33749

1.4  Alteracoes Cardiacas Secundarias ao Enfisema Pulmonar
Além das ja conhecidas repercussdes morfofuncionais que ocorrem
nos pulmées em pacientes com enfisema pulmonar, varios 6rgaos e

estruturas sofrem o impacto dessas alteragdes, como o diafragma*’*?, o

44-47) 48,49

coracdo “*" e o corpo carotideo “#*9) entre outros.

Apesar da extensa literatura sobre enfisema pulmonar, ha poucos
artigos avaliando os efeitos do enfisema induzido experimentalmente sobre o
coragao, sobretudo cronicamente.

A doenca crénica obstrutiva do pulmao é a causa mais freqiiente do
aumento do ventriculo direito devido a hipertensao pulmonar hipéxica, sendo
a hipertrofia desta camara observada com freqiéncia em muitos pacientes.
Em outras palavras, as alteracoes cardiacas refletem a sobrecarga do 6rgao
frente a um regime de hipertensao pulmonar.

Entretanto, varios estudos apresentam resultados controversos
quanto a associacao entre a massa muscular do ventriculo direito e o grau
de destruicdo tecidual causado pelo enfisema. Esta associacdo foi
confirmada por autores como Hasleton ©? e Mitchell et al. ®"), enquanto que
0 mesmo nao foi demonstrado nos estudos realizados por Hicken et al. #>49).

A hipertrofia ventricular esquerda também foi associada ao enfisema

pulmonar por Edwards 2. Por outro lado, Sutinen et al. “Y nao encontraram

correlagdo estatisticamente significativa entre enfisema pulmonar e
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hipertrofia ventricular esquerda, embora tenham observado vérios casos
com associagdo destes fatores. Foraker et al. ®® concluiram que o enfisema
severo estd acompanhado de uma atrofia do ventriculo esquerdo. Para
alguns autores, como Murphy et al. ®¥, a hipertrofia do ventriculo esquerdo
relatada em alguns estudos de necropsia esta associada a outras doencas,
como hipertensao arterial sistémica ou aterosclerose coronariana.

Alguns autores, como Michelson ©®| Ishikawa et al. ®® e Kohama et
al.®”, observaram que alteragdes morfoldgicas similares ocorrem nos dois
ventriculos cardiacos e no septo interventricular. Possivelmente, esses
resultados sejam controversos por avaliarem coragdes de individuos em
fases distintas da doenca e com graus variaveis de enfisema pulmonar.

Segundo Sulkowska et al. “”

, em um modelo de inducdo de enfisema
pulmonar experimental por instilagdo de papaina, as primeiras evidéncias de
hipertrofia do ventriculo direito ja estdo presentes no terceiro més de
experimento, entretanto, a evidente hipertrofia de ambos ventriculos e do
septo interventricular s6 pode ser observada apdés 6 meses do inicio do
experimento.

Assim, fica claro que ndo ha consenso na literatura sobre alteracoes

morfologicas cardiacas relacionadas ao enfisema pulmonar, merecendo a

atencgao dos pesquisadores e justificando melhor investigacao experimental.
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OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Inicialmente, avaliar morfofuncionalmente a ocorréncia e as
repercussdes do enfisema pulmonar quimicamente induzido em ratos pela
instilacao intratraqueal de papaina.

Como obijetivo principal, avaliar as alteracbes morfolégicas presentes
em coracoes de ratos portadores de enfisema pulmonar, acompanhando sua

progressao ao longo do tempo.

Rosangela Monteiro



Avaliagdo das alteragdes anatémicas cardiacas secunddrias ao 30
enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos

MATERIAL E METODO
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos Eticos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Cirurgia
Toracica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (LIM-61).

Todos os animais receberam cuidados de acordo com as normas
estabelecidas no “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals"®®
(Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences,
Washington, D.C., 1996) e seguindo os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal da Legislagdo Brasileira e do Colégio Brasileiro de
Experimentaco®®?.

O estudo foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica do Instituto
do Coracdo e pela Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

(CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo.

3.2 Estudo Piloto
Apesar do modelo experimental de inducao do enfisema pulmonar por
papaina ja ter sido utilizado com sucesso no desenvolvimento de outro

1329 foi realizado um estudo piloto.

projeto em nosso laboratério ¢
Neste estudo piloto, foram utilizados 20 ratos para o treinamento dos
procedimentos, sistematizacdo da técnica e estabelecimento do modelo

experimental.

Esta fase revestiu-se de especial importancia, pois no trabalho de
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Fusco "®, anteriormente realizado em nosso laboratério, os animais foram
mantidos por um periodo médio de 40 dias e o presente estudo previa o
acompanhamento de alguns grupos por até seis meses apés a inducao do
enfisema pulmonar. Com a realizacdo destes experimentos iniciais,
pudemos comprovar que as lesdes produzidas pela instilacdo da papaina
eram irreversiveis ao longo do tempo e que, a despeito da lesdo pulmonar e
de suas possiveis repercussdes, 0s animais sobreviviam por periodos
superiores a seis meses ap0s a agressao quimica. A realizagao do projeto
piloto possibilitou, ainda, definir seis meses apds a instilagdo como o limite
maximo para a avaliacao, ja que apds este periodo 0s animais comegcam a

apresentar alteracoes histolégicas pulmonares associadas a senilidade.

3.3 Protocolo Experimental

3.3.1 Grupos Experimentais

Foram utilizados neste estudo 75 ratos machos, da raca Wistar,
adultos e sadios, pesando entre 200 e 300g (média de 275,3 £ 16,99),
provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.
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Inicialmente, os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em dois
grupos experimentais:
e Grupo Papaina (n=50) — animais submetidos a instilagao
intratraqueal de solucao de papaina;
e Grupo Controle (n=25) — animais submetidos a instilagdo

intratraqueal de solucéo fisioldgica isotdnica a 0,9 %.

Os animais foram mantidos por um periodo entre 30 e 180 dias,
sendo sacrificados 10 animais do grupo Papaina e cinco do grupo Controle
em cinco momentos distintos ap6s a data de instilacao (30, 60, 90, 120 e
180 dias). Desta forma, formaram-se os subgrupos do grupo Papaina P30,
P60, P90, P120 e P180 e os do grupo controle C30, C60, C90, C120 e

C180.

3.3.2 Anestesia

Todos os animais foram submetidos a sedacdo por inalacdo de
isoflurano a 2% (Forane, FARMASA - Laboratério Americano de
Farmacoterapia S.A) em uma camara fechada. Depois de sedados, os ratos
foram pesados em balanca digital (Filizola, modelo BP-6), sendo, em
seguida, identificados com perfurador de orelha.

A anestesia foi realizada com isoflurano a 2%, sob O, a 100%,
utilizando-se um nebulizador de gases (Enflovapor, K Takaoka modelo

1223).
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3.3.3 Ventilacao Mecéanica

O animal foi colocado em um suporte de intubacdo (especialmente
confeccionado para este fim), sendo mantido suspenso pelos dentes
incisivos superiores.

A intubagédo orotraqueal foi realizada sob viséo direta com auxilio de
um laringoscopio pediatrico com lamina adaptada para pequenos animais,
sendo introduzida uma sonda de polietileno de 2mm de didmetro e 7cm de

extensao (Figura 1).

Fig. 1 — Fotografia demonstrando técnica de intubacao
orotraqueal utilizando-se laringoscépio pediatrico e
sonda de polietileno.

A ventilagdo mecanica foi estabelecida com um ventilador Harvard®
(modelo 683, Harvard-Rodent Ventilator) com volume corrente de 10ml/kg e

freqUéncia respiratoria de 80 ciclos por minuto (Figura 2).
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Fig. 2 — Fotografia demonstrando o rato intubado, anestesiado
e sob ventilagdo mecanica, pronto para instilagdo da
solucdo de papaina. A — Nebulizador de gases. B-
ventilador para pequenos animais.

3.3.4 Inducao de Enfisema Pulmonar por Papaina

Os animais dos grupos P30, P60, P90, P120 e P180 foram
submetidos a instilacao intratraqueal de 6mg/kg de papaina (manipulada e
fornecida pela Farmacia Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo) dissolvida em 1ml de solugéo
fisiolégica a 0,9%, por meio de sonda orotraqueal, em infusdo lenta, por
cerca de dois minutos (Figura 3).

Nos animais dos grupos controle (grupos C30, C60, C90, C120 e
C180) o procedimento adotado foi 0 mesmo, exceto pela solugcao fisiologica

instilada que ndo continha papaina dissolvida.

Rosangela Monteiro



7 Avaliagdo das alteragdes anatdmicas cardiacas secunddrias ao 36
P SN enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos

Fig. 3 — Fotografia demonstrando técnica de instilacdo da
solucéo de papaina.

Apo6s a instilagdo, os animais foram desconectados do ventilador,
extubados e mantidos em observacao até que a respiracdo espontanea se

estabelecesse, sendo, em seguida, encaminhados ao biotério.

3.3.5 Manutencao dos Animais

No biotério, apds a inducdo do enfisema pulmonar, os ratos foram
acomodados em gaiolas coletivas com capacidade para cinco animais,
mantidas em sala climatizada com iluminagao artificial por periodo de 12
horas, intercaladas pelo mesmo periodo sem iluminagdo. Neste periodo os

animais receberam racao especifica e agua sem restricoes.
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3.3.6 Sacrificio

Apés o periodo estabelecido (30, 60, 90, 120 ou 180 dias), os animais
foram pesados e sacrificados.

Para realizagdo do sacrificio os animais foram anestesiados,
conforme protocolo anestésico prévio a instilacao.

Foi realizada uma incisdo longitudinal da cavidade abdominal,
seguida de seccdo da aorta abdominal para exsangiinacao e sacrificio do

animal (Figura 4).

Fig. 4 — Fotografia demonstrando animal sendo sacrificado,
onde observa-se a aorta abdominal sendo
pincada para posterior seccao.
Através de esternotomia mediana foi retirado o bloco coracao-pulmao

(Figura 5), que foi lavado em solugéo fisiolégica, sendo, em seguida,

isolados o coracgao e o pulmao.
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Fig. 5 — Fotografias demonstrando retirada do bloco coragao-
pulmao, apéds sacrificio do animal.

3.4 Parametros Analisados
Podemos dividir os parametros analisados em quatro grupos de
avaliacbes: sanguinea; pulmonar; peso corporeo e sua relacdo com o peso

cardiaco; cardiaca.

3.4.1 Avaliacao Sangiiinea: Gasometria do Sangue Arterial
Previamente ao sacrificio do animal, foram coletados
aproximadamente 0,4 ml de sangue diretamente da aorta abdominal, com
auxilio de seringa heparinizada (Heparin, heparina sodica 5000UI/ml,
Cristélia).
O sangue foi encaminhado a Divisdo de Laboratério Central

(Bioquimica) do Prédio dos Ambulatérios do Hospital das Clinicas da
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Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo para realizacdo de
gasometria do sangue arterial.

O método de membrana de ion seletivo foi empregado na analise do
sangue, utilizando-se o equipamento Omni Modular Sistema (AVL-Roche),
sendo avaliados os seguintes parametros: saturacdo de oxigénio (SatO,),
pressao parcial de oxigénio (PaO.) e pressao parcial de gas carbdnico

(PaCOy).

3.4.2 Avaliacao Pulmonar: Andlise Histopatologica e Morfométrica
para Determinacao do Enfisema Pulmonar

Os pulmobes foram fixados sob pressdo. Para tanto, a traquéia foi
canulada com sonda de polietileno, a qual foi conectada a um reservatorio
contendo formaldeido a 10% tamponado, que foi infundido sob pressao
continua (25cm de altura) por 48 horas. Além disso, durante o periodo de
fixacdo sob pressdo, os pulmdes foram mantidos imersos em outra cuba
contendo o mesmo agente fixador.

Apbs o periodo de fixacdo, foram realizados cortes do parénquima
pulmonar, sendo retiradas trés amostras de cerca de 2mm de espessura do
pulmao esquerdo (porcao cranial, média e caudal) e trés do pulmao direito
(amostra dos lobos cranial, médio e caudal), representando as porcoes

centrais e periféricas dos pulmdes direito e esquerdo (Figura 6).
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Fig. 6 — Esquema da anatomia dos pulmbes do rato: pulm&o direito
com quatro lobos (cranial, médio, caudal e retrocava) e
pulmao esquerdo com um unico lobo, exibindo nivel de corte
para retirada dos fragmentos para andlise histoldgica.

Esses cortes foram submetidos as técnicas histol6gicas habituais com
inclusdo em parafina para obtencdo de cortes de 5um de espessura e
corados com hematoxilina-eosina (HE).

Todas as laminas foram codificadas (cegadas) e avaliadas em
microscopio optico (Axiostar Plus, Carl Zeiss). Inicialmente, observava-se
toda a superficie da lamina e todas as estruturas pulmonares ali
representadas, sob aumento do microscopio de 100X.

Com objetivo de realizar a morfometria, 20 campos microscopicos nao
coincidentes de cada lamina foram escolhidos aleatoriamente e examinados
com o auxilio de uma ocular reticulada acoplada ao microscoépio 6ptico, com

aumento de 400X.
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A quantificacdo do enfisema pulmonar foi realizada pela andlise
histopatolédgica (presenca de destruicdo alveolar) e pela medida do diametro
alveolar médio.

Esta técnica de determinacao do didametro alveolar médio consiste na
determinacdo do numero de vezes que estruturas da parede alveolar

(60,61)

interceptam um conjunto de retas coerentes , técnica largamente

empregada em estudos que requerem quantificacdo do enfisema

pulmonar®®:6263)

Figura 7. Nos casos de enfisema, o numero de
interceptos das estruturas alveolares com o sistema de retas é menor,
indicando destruicao alveolar.

O diametro alveolar médio (Lm) foi obtido pela relagéo:

Lm = Ltot / Li

Onde: Ltot = comprimento total das retas do campo microscépico

Li = nGmero de interceptos de estruturas alveolares com as retas do reticulo

Rosangela Monteiro



-7 Avaliaglo das alteragdes anatdmicas cardiacas secunddrias ao
enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos

42

N }
o / e < b
) LR s onet o
3 ‘.v"’- L .«’ i wlt:’ ¢ I\ i $ k Nt i
L J { t Ay z
b ot N\ A8 e C;\ o
v i [
A — — 7 — lh?ﬁ
P <l A
D)
I I I \71 I I \o\\
P i | R .
e [ Yy % oy |
it S LS J )
r‘ ; o> - /’ - = L "
v \ BN b
J‘ i, » o o g""fl r"(‘i
o == — s -
Hioa ¥ 5 L4
N S, B
S — — — T
e \1\_[0. o J e
& ! t % { £
e W= — A e g
S “ Y \_“\-’.' . t'- o ).4 |
I, I *.';I »esf I I‘ I
b 3 P 2 ‘

\

Fig. 7 — Corte histolégico de pulmao de rato submetido a papaina
com reticulo para andlise morfométrica. HE 100x.

3.4.3 Avaliacao do Peso Corporeo e de sua Relacdo com o Peso

Cardiaco

Previamente ao sacrificio, todos os animais foram pesados como

forma de avaliar indiretamente o impacto da severidade do enfisema sobre

seu estado geral e nutricional.

O coracéo foi dissecado e o0s vasos da base seccionados ao nivel das

comissuras valvares. Posteriormente, o coracao foi pesado em balancga de

precisao (Micronal — Mettler Toledo, modelo AG204).

Foi estabelecida uma relagéo (RP) entre o peso cardiaco e corpéreo:

RP =PA/PC

Onde: PA = peso do animal no momento do sacrificio
PC = peso do coragao
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3.4.4 Avaliacao Cardiaca: Analise Morfométrica dos Coracoes

Para sua fixacdo, os coracdes foram imersos em solugdo de formol
tamponado a 10%, por um periodo minimo de 48 horas.

Apos fixagao dos coragdes, foi realizada uma secgao transversal dos
ventriculos no ponto médio da distancia entre o apice e o sulco coronario do

coragao (Figura 8).

e 2
I

Fig. 8 — Fotografia exibindo coragédo de rato apds secg¢ao
transversal dos ventriculos.

Para realizacdo das mensuragbes das estruturas cardiacas foi
utilizado o software Image Tool, desenvolvido pelo Department of Dental
Diagnostic Science of the University of Texas Health Science Center, San

Antonio, USA.
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Para aquisicdo das imagens que seriam processadas pelo software,
as pecas foram fotografadas com camera digital (Sony, modelo CyberShot
DSC P9) fixa a uma estativa fotografica (Pentax), mantendo-se distancia
constante.

Com a imagem das cavidades ventriculares digitalizadas na tela do
computador, o primeiro passo para andlise e mensuragdo destas foi a
calibracao do software. Para tanto, utilizando-se régua que foi colocada ao
lado do espécime anatdmico no momento da realizacdo das fotografias,
registramos no software uma area conhecida.

Em seguida, com o auxilio do mouse foram delimitadas as estruturas
que seriam mensuradas:

e espessura da parede do ventriculo direito — aferida no ponto
médio da parede livre;

e espessura do septo interventricular — mensurada no seu ponto
médio;

e espessura da parede do ventriculo esquerdo — aferida no ponto
médio entre os musculos papilares cranial e caudal (Figura 9);

e drea da cavidade ventricular direita — para delimitacdo da area
o cursor (mouse) foi continuamente movido, respeitando
reentrancias e trabeculacbes presentes no interior do
ventriculo. Com a regido delimitada, o software calculava a

area automaticamente;
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e area da cavidade ventricular esquerda — delimitada da mesma
forma que a area do ventriculo direito, movendo-se o cursor ao

longo dos limites internos da cavidade.

ImageTool

File Edit Stacks Plug-ns Analysis Processing Macro  Settings  Window  Help

2812 S] SledEl 5] A <] 19w e L0 ol 6] ] M 7

C:yDocuments and Settings' citx02-05'Desktop’ Encadernacao’bloco’ coracan S0

[ Distance

Length: 3,01 em
Calibrated

Fig. 9 — Representacdo da mensuragao da espessura da parede
do ventriculo esquerdo, utilizando-se o programa Image Tool.

A representagdo esquematica do desenho do estudo € apresentada

na Figura 10.
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Gasometria Avaliacio histologica parénquima Peso corpdreo e sua
sangue arterial pulmonar/quantificacdo enfisema relagdo com peso cardiaco

venfriculos cardiacos

Fig. 10 — Representacdo esquematica do desenho do estudo.
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3.5 Analise Estatistica

Inicialmente, todas as variaveis foram analisadas descritivamente,
através da observacao dos valores minimos e maximos, e do calculo de
médias e desvio-padrao.

Para testar a hipétese de igualdade de médias foi utilizada a Analise
de Variancia a dois fatores: grupo (papaina e controle) e tempo pés-
instilacdo intratraqueal de papaina (30, 60, 90, 120 e 180 dias). As
diferencas entre os grupos foram discriminadas pelo teste t de Bonferroni.

O nivel de significancia para as andlises foi estabelecido em 5%
(p<0,05).

Os célculos estatisticos foram realizados através do sistema SAS

(Statistical Analysis System).
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4 RESULTADOS

4.1 Mortalidade

Posteriormente a instilagdo intratraqueal de solucéo fisioldgica com ou
sem papaina dissolvida, houve, respectivamente, sete e um Obitos. As
mortes foram atribuidas a edema pulmonar, pois, logo ap6s a instilagao, os
animais apresentaram desconforto respiratério e hemoptise, seguidos de
parada cardiorrespiratéria. Considerando que as mortes ocorreram minutos
apos a instilacdo, antes mesmo que todos os animais constituintes do grupo
fossem submetidos ao procedimento, esses ratos foram substituidos e os
grupos a que pertenciam completados.

Tardiamente, observamos dois ébitos no grupo P30, ambos no
periodo de 48 horas poés-instilagao, estes animais nao foram substituidos por
julgarmos que ja pertenciam a casuistica.

A apresentacdo dos resultados seguira os grupos de avaliacbes
propostos na secao Material e Método, a saber: sangiiinea; pulmonar; peso

corpéreo e sua relagcdo com o peso cardiaco; cardiaca.
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4.2 Avaliacao Sangiiinea: Gasometria do Sangue Arterial

A analise gasométrica do sangue arterial ndo pode ser realizada em
alguns animais, pois o intervalo de tempo entre a coleta e a realizagdo da
analise sangulinea foi superior ao recomendado. Por este motivo, o subgrupo

a analise estatistica do subgrupo C60 foi prejudicada.

4.2.1 Saturacao de Oxigénio

Os grupos papaina e controle nao diferiram quanto a SatO, no sangue
arterial, com p=0,0449 - muito pré6ximo de 0,05 - (Gréfico e Tabela 1).

No grupo papaina, a SatO. manteve-se dentro dos parametros
considerados normais, exceto no grupo P60 onde esteve abaixo deste nivel,
diferindo significativamente em relacdo aos demais periodos analisados
(p<0,05).

Nao se observou influéncia do fator tempo no grupo controle.
GRAFICO 1 - Saturacéo de oxigénio (SatO,) média no sangue arterial (em %),

nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos
avaliados
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TABELA 1 - Média, valores minimo e maximo da saturacao de oxigénio
(SatO2) no sangue arterial (em %), nos grupos papaina e
controle, nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 99,88 + 0,05 99,8 99,9
30

Controle 5 99,68 + 0,44 98,9 99,9

Papaina 8 94,48 + 0,83 92,8 95,3
60

Controle 2 97,80 + 0,42 97,5 98,1

Papaina 10 99,79+ 0,17 99,4 99,9
90

Controle 5 99,84 + 0,09 99,7 99,9

Papaina 9 99,93 + 0,05 99,9 100
120

Controle 5 99,72 + 0,25 99,4 99,9

Papaina 9 99,89 + 0,03 99,8 99,9
180

Controle 4 97,80 + 4,20 91,5 99,9

DP — desvio padrdo

4.2.2 Pressao Parcial de Oxigénio

A PaO,, em todos os momentos avaliados, esteve diminuida no grupo
enfisema em relagdo ao grupo controle, sendo a diferenca estatisticamente
significativa apenas aos 120 dias (P120XC120, p<0,001) - Gréfico e Tabela 2.

O subgrupo P60 apresentou PaO, muito inferior aos outros
subgrupos. No grupo papaina houve diferenca estatisticamente significativa
entre os seguintes subgrupos:
P30XP60 p=0,0001 P30XP120 p=0,0332 P60XP90 p=0,0001
P60XP120 p=0,0001 P60XP180 p=0,0001 P90XP120 p=0,0155
P120XP180 p=0,0077

Nao observamos diferencas significativas no controle entre os seus

subgrupos.
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GRAFICO 2 - Pressao parcial de oxigénio (PaO,) média no sangue arterial (em
mmHg), nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos
avaliados

Gasometria arterial - PaO,

500
400

300 -
mmHg 200 -

e =l
0

P30 C30 P60 C60 P90 C90 P120 C120 P180 C180

TABELA 2 - Média, valores minimo e maximo da pressao parcial de oxigénio
(PaO;) no sangue arterial (em mmHg), nos grupos papaina e
controle, nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 308,84 + 50,19 225,0 372,0
30

Controle 5 338,22 + 22,71 309,5 372,0

Papaina 8 73,35+ 4,27 65,4 78,9
60

Controle 2 97,90 + 7,07 92,9 102,9

Papaina 10 312,72+ 77,69 175,7 418,2
90

Controle 5 318,48 + 36,45 269,2 363,1

Papaina 9 261,42 + 11,64 2442 276,9
120

Controle 5 366,54 + 20,17 333,2 385,0

Papaina 9 319,68 + 13,98 295,9 343,6
180

Controle 4 357,80 + 89,22 229,4 423,3

DP — desvio padrédo
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4.2.3 Presséao Parcial de Gas Carbénico

A PaCO,, em todos os momentos avaliados, exceto aos 30 dias, foi
maior no grupo enfisema em relacéo ao grupo controle (Grafico e Tabela 3):
P30XC30  p=0,9653 P90XC90  p=0,0004
P120XC120 p=0,0003 P180XC180 p=0,0006

Em relacdo ao fator tempo, o grupo papaina apresentou variacoes
nos diferentes momentos avaliados, sem que tenha sido observado um
padrdo, com diferenca estatisticamente significativa em:
P30XP60 p=0,0001 P30XP120 p=0,0001 P60XP90 p=0,0001
P60XP120 p=0,0001 P60XP180 p=0,0001 P90XP120 p=0,0001
P120XP180 p=0,0001

No grupo controle, observamos comportamento similar ao grupo
papaina, com diferenca estatisticamente significativa nas seguintes
comparagoes:
C30XC90 p=0,0075 C30XC120 p=0,0001  C30XC180 p=0,0078

C90XC120 p=0,0001 C120XC180 p=0,0001
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GRAFICO 3 - Pressdo parcial de gas carbénico (PaCO,) média no sangue
arterial (em mmHg), nos grupos papaina e controle, nos
diferentes periodos avaliados
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TABELA 3 - Média, valores minimo e maximo da pressao parcial de gas
carbénico (PaCO;) no sangue arterial (em mmHg), nos grupos
papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 70,40 £ 4,12 62,7 75,7
30

Controle 5 70,28 + 6,73 61,9 77,3

Papaina 8 40,75+ 4,14 35,2 46,9
60

Controle 2 38,35+ 3,18 36,1 40,6

Papaina 10 71,82 + 3,68 66,4 76,8
90

Controle 5 61,82 + 2,59 58,9 65,8

Papaina 9 58,06 + 3,42 52,6 64,6
120

Controle 5 47,58 + 4,36 43,2 53,8

Papaina 9 71,86 +7,09 63,8 82,6
180

Controle 4 61,35+ 6,08 55,4 69,8

DP — desvio padrao
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4.3 Avaliacao Pulmonar: Analise Histopatologica e Morfométrica
para Determinacao do Enfisema Pulmonar

Observamos, no grupo em que houve instilacdo de solucdo de
papaina, alteragcdes morfoldgicas caracteristicas de lesdées enfisematosas,
com padrdo de enfisema panacinar. Houve destruicdo de septos e aumento
dos espacos alveolares, com formacdo de estruturas nas extremidades
dessa ruptura conhecidas como “baquetas” (Figura 11).

No total, foram avaliados 2920 campos microscopicos para calculo do
diametro alveolar médio.

O aumento do diametro alveolar médio e consequiente diminuicdo da
area de superficie alveolar foram observados nos dois pulmdes dos animais
submetidos a instilacao de papaina (Grafico e Tabela 4).

O grupo papaina apresentou diametro alveolar médio maior que o
grupo controle (p<0,05). O diametro alveolar médio no grupo controle oscilou
entre 77,78 e 81,26um, ndo apresentando diferenca significativa entre os
diferentes momentos avaliados. Da mesma forma, o grupo papaina
apresentou um didmetro alveolar médio que variou entre 101,71 e 124,02um
nos diferentes momentos avaliados. Exceto pelo grupo P30, o didmetro
alveolar médio no grupo papaina manteve-se constante ao longo dos

periodos de avaliagao.
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A

Fig. 11 — Fotomicrografias de parénquima pulmonar de ratos submetidos
a instilacdo de solucao fisiologica (A) ou papaina (B). Setas
sinalizando a formagdo de “baquetas”. Coloracdo HE.
Aumento de 100X.

Rosangela Monteiro



-7 Avaliaglo das alteragdes anatdmicas cardiacas secunddrias ao 57
j ,:' enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos

GRAFICO 4 — Diametro alveolar médio (em pm), nos grupos papaina e
controle, nos diferentes periodos avaliados
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TABELA 4 — Média, valores minimo e maximo do diametro alveolar médio (em
Mm), nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos

avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 101,71 £ 4,60 97,1 111,3
30

Controle 5 78,78 £ 7,76 70,2 87,3

Papaina 10 119,81 £ 7,62 104,2 128,4
60

Controle 5 76,08 + 2,94 72,1 80,1

Papaina 10 124,02 £ 4,35 115,3 128,3
90

Controle 5 77,78 £ 3,80 73,2 83,2

Papaina 10 117,80 + 5,81 107,2 126,1
120

Controle 5 80,88 + 5,27 74,4 86,3

Papaina 10 119,62 + 5,52 11,9 129,0
180

Controle 5 81,26 + 5,57 74,0 88,2

DP — desvio padrao
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4.4 Avaliacao do Peso Corporeo e de sua Relacao com o Peso Cardiaco

4.4.1 Peso Corporeo ao Sacrificio

Os animais dos grupos P30 e C30 dias e dos grupos P120 e C120
apresentaram peso similar entre si no momento do sacrificio (Gréafico e
Tabela 5). Nos demais tempos de sacrificio, 60, 90 e 180 dias apds inducao
do enfisema, os grupos papaina e controle apresentaram peso corpéreo
distinto, respectivamente, p=0,0002, p=0,0011 e p=0,0002.

No grupo papaina, os animais apresentaram peso estatisticamente

diferente em todos os subgrupos:
P30XP60 p=0,0305 P30XP90 p=0,0001 P30XP120 p=0,0001
P30XP180 p=0,0001 P60XP90 p=0,0011 P60XP120 p=0,0001
P60XP180 p=0,0001 P90XP120 p=0,0001 P90XP180 p=0,0001
P120XP180 p=0,0383.

No grupo controle, somente a comparagdo entre 0s subgrupos
C30XC90 e C60XC180 nao apresentou diferenca significativa. Nas demais
comparacées realizadas entre os subgrupos houve diferenca
estatisticamente significativa:

C30XC60 p=0,0001 C30XC120 p=0,0001 C30XC180 p=0,0001
C60XC90 p=0,0002 C60XC120 p=0,0266 C90XC120 p=0,0001

C90XC180 p=0,0001 C120XC180 p=0,0281.
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GRAFICO 5 — Peso corpéreo médio no momento do sacrificio (em gramas),
nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos
avaliados
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TABELA 5 — Média, valores minimo e maximo de peso corpéreo no momento
do sacrificio (em gramas), nos grupos papaina e controle, nos
diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 367,0+ 12,24 348 378
30

Controle 5 376,0 £ 15,17 362 396

Papaina 10 396,4 + 18,92 374 430
60

Controle 5 458,0 + 31,37 412 496

Papaina 10 439,2 + 32,83 410 500
90

Controle 5 386,8 + 12,52 375 404

Papaina 10 493,7 + 28,59 453 535
120

Controle 5 498,2 + 27,60 465 531

Papaina 10 520,2 + 40,45 474 592
180

Controle 5 458,4 + 34,68 424 512

DP — desvio padrdo
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4.4.2 Peso Cardiaco

Os animais dos grupos P30 e C30 dias e dos grupos P120 e C120
apresentaram peso cardiaco similar entre si, respectivamente, p=0,2348 e
p=0,9521. Nos demais tempos de sacrificio, 60, 90 e 180 dias, 0os grupos
papaina e controle apresentaram peso cardiaco distinto, respectivamente,
p=0,0296; p=0,0269; p=0,0164 (Grafico e Tabela 6).

No grupo papaina, as comparacdes entre os subgrupos P30XP90,
P30XP120, P90XP120 e P120XP180 nao apresentaram diferenca
significativa. Nas demais comparacdes realizadas, observamos diferencas
significativas, como segue:

P30XP60 p=0,0349 P30XP180 p=0,0027 P60XP90 p=0,0046
P60XP120 p=0,0001 P60XP180 p=0,0001 P90XP180 p=0,0098

No grupo controle, em relacao a avaliacdo do fator tempo, apenas os

subgrupos C30XC120 e C90XC120 apresentaram diferenca significativa,

p=0,0186 e p=0,0060, respectivamente.

GRAFICO 6 - Peso cardiaco médio (em gramas), nos grupos papaina e
controle, nos diferentes periodos avaliados

Peso Cardiaco
2
1,5 -
g 11
0,5 |
0 :
P30 C30 P60 C60 P90 C90  P120 C120 P180 C180

Rosangela Monteiro



Y Avaliagdo das alteragdes anatdomicas cardiacas secunddrias ao 61
. W ,\’ enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos

TABELA 6 - Média, valores minimo e maximo do peso cardiaco (em gramas),
nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 1,41 +0,10 1,31 1,63
30

Controle 5 1,29 + 0,09 1,15 1,39

Papaina 10 1,23+0,10 1,10 1,38
60

Controle 5 1,45+ 0,23 1,29 1,83

Papaina 10 1,46 + 0,25 1,17 1,98
90

Controle 5 1,25+ 0,16 1,01 1,40

Papaina 10 1,57 +0,19 1,28 1,89
120

Controle 5 1,56+ 0,18 1,30 1,79

Papaina 10 1,67+0,18 1,41 1,95
180

Controle 5 1,44 +0,19 1,18 1,62

DP — desvio padrdo

4.4.3 Relacao entre o Peso Corporeo e o Peso Cardiaco

A analise da relagcdo entre o peso corpéreo e o peso cardiaco
demonstra que 0s grupos papaina e controle apresentam um padrao similar,
que se mantém nos diferentes periodos analisados, sem diferenca
estatisticamente significativa (p=0,2394) - Grafico e Tabela 7.

Apenas os subgrupos P30 e C30 diferem significativamente dos

demais, apresentando médias menores que 0s outros (p<0,05).
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GRAFICO 7 — Relacdo média entre o peso corpéreo no momento do sacrificio
e o peso cardiaco, nos grupos papaina e controle, nos
diferentes periodos avaliados
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TABELA 7 - Média, valores minimo e maximo da relacdao entre o peso
corporeo no momento do sacrificio e o peso cardiaco, nos
grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 261,02 + 22,41 215,00 282,72
30

Controle 5 291,46 £ 17,30 273,16 315,66

Papaina 10 322,42 +£ 16,72 298,92 346,64
60

Controle 5 320,63 + 38,43 271,59 366,15

Papaina 10 305,30 + 38,92 247,54 352,62
90

Controle 5 314,33+ 41,13 278,73 381,22

Papaina 10 319,52 + 45,86 240,21 388,72
120

Controle 5 320,83 + 22,92 297,41 357,50

Papaina 10 312,91 + 30,34 278,08 370,11
180

Controle 5 323,64 + 48,82 279,78 399,15

DP — desvio padrédo
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4.5 Avaliacao Cardiaca: Analise Morfométrica dos Coracdes

4.5.1 Espessura da Parede do Ventriculo Direito
A espessura da parede livre do ventriculo direito foi similar entre os
grupos controle e papaina (p=9735) e nos diferentes momentos avaliados

(p=0,0555) - Gréfico e Tabela 8.

GRAFICO 8 - Espessura média da parede do ventriculo direito (em mm), nos
grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados

Espessura da Parede do Ventriculo Direito

eliiiRn!

P30 C30 P60 C60 P90 C90 P120 C120 P180 C180

Rosangela Monteiro



7 Avaliagdo das alteragdes anatdmicas cardiacas secunddrias ao 64
P SN enfisema pulmonar: estudo experimental em ratos

TABELA 8 - Média, valores minimo e maximo da espessura da parede do
ventriculo direito (em mm), nos grupos papaina e controle, nos
diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 1,87 £ 0,60 1,38 3,23
30

Controle 5 1,64 + 0,34 1,27 2,13

Papaina 10 1,48 £ 0,23 1,10 1,81
60

Controle 5 1,69 + 0,48 1,36 2,47

Papaina 10 1,48 + 0,26 1,09 1,92
90

Controle 5 1,46 + 0,20 1,14 1,70

Papaina 10 1,35+ 0,24 0,85 1,70
120

Controle 5 1,39+0,19 1,16 1,66

Papaina 10 1,60 + 0,24 1,22 1,90
180

Controle 5 1,59+ 0,42 1,18 2,19

DP — desvio padrao
4.5.2 Espessura da Parede do Septo Interventricular

A espessura do septo interventricular foi similar entre os grupos
controle e papaina (p=0,0737) e nos diferentes momentos avaliados
p=0,9944 (Gréafico e Tabela 9). Observa-se uma tendéncia de aumento da
espessura do septo interventricular nos coragdes do grupo papaina, a partir

de 90 dias, embora sem diferenca estatisticamente significativa.

GRAFICO 9 - Espessura média do septo interventricular (em mm), nos grupos
papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados
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TABELA 9 - Média, valores minimo e maximo da espessura do septo
interventricular (em mm), nos grupos papaina e controle, nos
diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 3,69 + 0,49 3,07 4,33
30

Controle 5 3,82 + 0,30 3,62 4,34

Papaina 10 3,68 £ 0,39 3,33 4,47
60

Controle 5 3,79+ 0,55 3,24 4,54

Papaina 10 3,84 + 0,44 3,13 4,46
90

Controle 5 3,63+ 0,25 3,26 3,95

Papaina 10 3,91+0,13 3,77 4,20
120

Controle 5 3,61+0,42 3,26 4,29

Papaina 10 3,98+0,12 3,76 4,21
180

Controle 5 3,43 + 0,31 2,93 3,76

DP — desvio padrdo

4.5.3 Espessura da Parede do Ventriculo Esquerdo

A espessura da parede do ventriculo esquerdo mostrou aumento nos

coragdes de ratos submetidos a instilagao intratraqueal de papaina quando

comparada ao grupo controle (p=0,0497) - Grafico e Tabela 10.

Da mesma forma que o septo interventricular, observa-se uma

tendéncia de espessamento da parede livre do ventriculo no grupo papaina,

a partir de 90 dias, embora sem diferenca estatisticamente significativa.
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GRAFICO 10 — Espessura média da parede do ventriculo esquerdo (em mm),
nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos

avaliados
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TABELA 10 - Média, valores minimo e maximo da espessura da parede do
ventriculo esquerdo (em mm), nos grupos papaina e controle,
nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 4,29 + 0,86 3,37 6,02
30

Controle 5 4,28 + 0,20 3,96 4,49

Papaina 10 4,61+0,48 3,85 5,17
60

Controle 5 4,63 + 0,48 3,97 9,31

Papaina 10 4,78 £ 0,53 4,05 5,85
90

Controle 5 4,47 +0,78 3,80 5,68

Papaina 10 4,93 + 0,55 3,86 5,80
120

Controle 5 4,46 + 0,38 3,94 9,01

Papaina 10 488+0,14 4,70 5,12
180

Controle 5 4,36 + 0,29 3,96 4,66

DP — desvio padrdo
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4.5.4 Area da Cavidade Ventricular Direita

A area média da cavidade do ventriculo direito foi similar nos grupos
controle e papaina nos diferentes momentos avaliados, exceto nos
subgrupos P120 e P180 que apresentaram area meédia superior aos
respectivos controles (p=0,001) - Grafico e Tabela 11.

No grupo papaina, os subgrupos P30, P60 e P90 apresentam area
média sem diferenca estatisticamente significativa, exibindo aumento da
area ventricular direita nos subgrupos P120 e P180 (p=0,0001), os quais nao
diferem entre si (p=0,6543).

Enquanto que no grupo controle, apenas o subgrupo C180 difere de

forma estatisticamente significativa dos demais.

GRAFICO 11 - Area média da cavidade ventricular direita (em mm?), nos
grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados

Area do Ventriculo Direito
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TABELA 11 - Média, valores minimo e maximo da area da cavidade ventricular
direita (em mm?), nos grupos papaina e controle, nos diferentes
periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 5,31 +2,38 3,65 9,85
30

Controle 5 4,43 +224 2,91 8,37

Papaina 10 3,89+1,78 2,08 6,72
60

Controle 5 491+241 3,06 8,55

Papaina 10 410+1,74 1,59 7,23
90

Controle 5 4,39+ 1,49 2,66 6,19

Papaina 10 11,54 + 7,45 513 30,44
120

Controle 5 3,67 1,63 187 5,72

Papaina 10 9,77 £ 3,59 4,37 13,98
180

Controle 5 5,94 + 4,39 5,565 7,88

DP — desvio padrdo

4.5.5 Area da Cavidade Ventricular Esquerda

Como pode ser observado no Grafico e na Tabela 12, no grupo
papaina a area média da cavidade do ventriculo esquerdo apresentou
redugdo a partir de 90 dias, 0 mesmo né&o tendo sido observado no grupo
controle:
P30XC30  p=0,8087 P60XC60  p=0,7955 P90XC90 p=0,0335
P120XC120 p<0,001 P180XC180 p<0,001

No grupo papaina, somente as comparagdes entre 0s subgrupos
P30XP60, P30XP90 e P120XP180 nao apresentaram diferenca

estatisticamente significativa, respectivamente, p=0,5821, p=0,0822 e
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p=0,5658. Nas demais comparacdes, as diferencas foram estatisticamente
significativas com p=0,0166 para P60XP90 e p=0,0001 para as restantes.
No grupo controle, ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre os tempos avaliados.

GRAFICO 12 — Area média da cavidade ventricular esquerda (em mm?), nos
grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados

Area do Ventriculo Esquerdo

0 B T 1
P30 C30 P60 C60 P90 C90 P120 C120 P180 C180

TABELA 12 - Média, valores minimo e maximo da area da cavidade
ventricular esquerda (em mm?), nos grupos papaina e
controle, nos diferentes periodos avaliados

Dia Grupo N Média + DP Minimo Maximo

Papaina 8 7,08+ 0,20 6,78 7,40
30

Controle 5 7,22+0,18 6,98 7,44

Papaina 10 7,33+0,88 5,42 8,68
60

Controle 5 7,47 £ 0,36 6,95 7,89

Papaina 10 6,29 + 1,54 4,07 8,91
90

Controle 5 7,42+ 0,80 6,58 8,73

Papaina 10 3,96 + 1,09 2,11 5,90
120

Controle 5 6,83+ 1,19 5,25 8,44

Papaina 10 3,71+0,89 2,53 3,60
180

Controle 5 6,76 + 0,48 6,15 7,19

DP — desvio padrao
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Em alguns animais, a redugdo da cavidade ventricular esquerda foi

muito importante (Figura 12).

32
ll.',!“l”.l;l“”l“g\lI”I”gl“

Fig. 12 — Foto de coracao de rato submetido a instilacao intratraqueal

de papaina (grupo P180), demonstrando importante

hipertrofia da parede do ventriculo esquerdo e redugédo da
luz da cavidade.
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5 DISCUSSAO

5.1 Consideracoes Gerais

A DPOC acomete cerca de 5% da populacdo adulta brasileira e
apresenta indice de mortalidade ascendente. A taxa de mortalidade por
DPOC, nos Estados Unidos, aumentou aproximadamente 70% nos ultimos
20 anos, enquanto que a mortalidade por doencas cardiacas e
cerebrovasculares diminuiu 45 e 58%, respectivamente. Além disso, a
DPOC leva a significativa incapacidade, perda de produtividade e piora da
qualidade de vida, que se agravam substancialmente com a progressao da
doenca''?.

As alteracbes fisiopatoldégicas associadas com o enfisema sao a
progressiva destruicdo do parénquima pulmonar e a redugdo da superficie
para trocas gasosas, resultando em oxigenacao inadequada. Considerando-
se que os pulmdes ndo possuem capacidade de crescimento ou
regeneracao, até o momento, o enfisema pulmonar é considerado
progressivo e irreversivel.

Diante do que foi exposto e dos custos advindos de tratamentos
hospitalares prolongados, o impacto econémico, social e na saude publica
da doenca é muito grande, motivando a realizacdo de estudos em diversas
areas.

Neste contexto, modelos animais tém sido muito Uteis ndo sé para
compreender a fisiopatologia da doenca, como também para testar novas

drogas e abordagens terapéuticas.
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Modelo de indugcdo de enfisema pulmonar, utilizando elastase
pancreatica porcina em camundongos, foi empregado para estabelecer o
papel das células tronco na regeneracgao do parénquima pulmonar®. Outros

trabalhos experimentais buscaram avaliar a acdo do acido retindico na

reparacdo alveolar #2293,

Para estudo das repercussdes funcionais obtidas com a cirurgia

redutora de volume pulmonar, varios grupos também lancaram mao de

modelos experimentais para indug&o do enfisema (136569,

67

No nosso meio, Fl6 ( ), utilizando o mesmo modelo adotado neste

estudo, conduziu experimentos objetivando avaliar o efeito da atividade
fisica sobre o desenvolvimento do enfisema pulmonar.

A viabilidade da toracoscopia com infravermelho para auxiliar na

68)

identificacdo de areas enfisematosas durante operacdes ©®, os efeitos da

(69)

irradiacdo com Nd:YAG laser na morfometria e funcdo pulmonar eo

papel de drogas antioxidantes como a N-acetilcisteina na atenuacao das

lesbes enfisematosas %

, também foram estudados em animais apos
inducao quimica de enfisema pulmonar.

A investigacdo dos mecanismos de destruicio do parénquima
pulmonar in vivo pela administragdo de enzimas proteoliticas e outras
substancias, causando enfisema pulmonar e DPOC, tem sido uma das areas
mais intensas de pesquisa sobre doencas pulmonares nos ultimos 40

anos'".

Em suma, sdo inegaveis as possibilidades criadas pelos modelos
que reproduzem as alteracées morfofuncionais encontradas no enfisema

pulmonar.
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5.2 Analise do Material e Método

5.2.1 Escolha do Rato como Animal de Experimentacao

Os ratos estdao entre os animais mais utilizados na experimentagao
animal'® e tém estado em destaque na literatura, nos Ultimos anos, pela
possibilidade de manipulacéo genética (2.

Nossa opc¢ao pelo emprego do rato foi motivada pelo reconhecimento
de suas vantagens, como amplo conhecimento sobre sua fisiologia
acumulado na realizacdo de varios experimentos em nosso laboratorio
(13.73.74) " rapida procriagdo, manutencdo facil e barata, tamanho pequeno e
possibilidade de instilagao de varios de animais simultaneamente.

Além disso, € sabido que roedores e seres humanos apresentam
diferencas anatémicas e fisiolégicas em suas arvores brénquicas, mas que
exibem, com freqiéncia, respostas semelhantes quando expostos a uma

(67,75

substancia que produza lesdo pulmonar ). Os resultados de varios

estudos mostram que as alteragcdes na fungdo pulmonar secundarias ao
enfisema induzido experimentalmente podem ser demonstradas no rato!'32").

Com a realizacdo de experimentos sucessivos, tem-se aprendido
muito sobre a biologia do rato e, apesar das diferencas, ha muitas
similaridades, particularmente com respeito ao enfisema, o espacgo aéreo do
homem e do rato sdo bastante semelhantes. O camundongo, por exemplo,

tem menos ramificacoes de vias aéreas e auséncia de bronquiolos

terminais'’®.
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5.2.2 Escolha do Modelo de Inducao de Enfisema com Papaina
Considerando-se que a etiologia mais freqlente do enfisema

pulmonar esta relacionada ao tabagismo "®

, 0 modelo de exposicdo ao
cigarro parece ser a alternativa mais atraente e real. Entdo, por que a
escolha do modelo de indugao do enfisema pulmonar por papaina?

Se por um lado o modelo de inducdo com cigarro teoricamente seria
melhor, por outro o Dr. Wright (University of British Columbia, Canada), em
uma revisao apresentada durante a First Siena International Conference on
Animal Models of Chronic Obstructive Pulmonary Disease ?", destacou que
o tempo necessario para produzir lesdes enfisematosas com este modelo é
superior a 12 meses em algumas espécies. A cobaia talvez seja a espécie
mais susceptivel, desenvolvendo significativo aumento dos espacgos aéreos

em poucos meses de exposicdo ao cigarro 7

, enquanto que os ratos
parecem ser mais resistentes, necessitando de mais tempo para
apresentarem alteracdes similares . Este é um detalhe muito importante
quando se decide trabalhar com rato como no presente estudo, pois as
alteracées encontradas podem ser atribuidas a senilidade, representando
um viés. O envelhecimento do pulmao humano esta associado a alteracoes
em suas propriedades elasticas, demonstradas mais comumente como
diminuicdo da capacidade de recolhimento elastico’®.

Além disso, o Dr. Wright @ ponderou que a DPOC desenvolve-se em

15-20% dos fumantes e que incidéncia similar observa-se nestes modelos.
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No mesmo evento®’, o Dr. Martorana (Siena University, ltalia)
afirmou que é possivel desenvolver o enfisema pulmonar espontaneamente
em ratos transgénicos, mas que a progressao é lenta, levando cerca de 8 a
12 meses. Lembrou, também, que o processo poderia ser acelerado pela
exposicao a fumaca do cigarro ou a outras substancias irritantes.

Optamos pelo modelo de papaina por ser relativamente simples, por
ser capaz de reproduz muitos aspectos da doenca e por satisfazer critérios
morfolégicos do enfisema pulmonar, como aumento dos espacos aéreos e
ruptura de septos alveolares. A papaina é reconhecida por apresentar uma
potente atividade elastolitica, degradando ndo apenas a elastina como
também o coldgeno dos tecidos’’. Nossos resultados mostraram
significativo aumento do didmetro alveolar médio nos animais submetidos a
administracao de papaina. A utilizacdo do modelo em investigacbes prévias

em nosso laboratério (1328

) também foi um dos fatores preponderantes na
escolha, ndo sO pela experiéncia acumulada, mas por possibilitar
comparacoes entre os diferentes estudos. Além disso, o estabelecimento do
enfisema cerca de um més apds a instilacdo, como observado no nosso
estudo, é fundamental para um projeto que pretende acompanhar os animais
por varios meses.

E evidente que a indugdo do enfisema pulmonar por exposicdo ao
cigarro pode causar uma variedade de outras anormalidades né&o
observadas neste modelo.

Cloreto de cadmio € um agente quimico extensivamente utilizado para

produzir aumento do espaco aéreo, entretanto, este parece ser secundario a
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fibrose com subsequiente juncao e alargamento. Agentes irritativos, como
poluentes, oxidantes (didxido de nitrogénio) e ozbnio, causam alteracoes nas
vias aéreas dentre elas lesdes de células epiteliais e perda de cilios, mas em
geral o enfisema é pouco significativo ®.

Em resumo, todos os modelos tém contribuido para o conhecimento
da lesdao pulmonar, apresentando vantagens e limitacbes. Entretanto,
segundo Shapiro ?, nenhum deles tem reproduzido a exposicdo ao cigarro
como um modelo auténtico de DPOC.

Outro questionamento que cabe diz respeito a administracdo Unica da
papaina. Seria mais fisiolégico induzir o enfisema com instilagcdes seriadas,
ja que, no enfisema pulmonar humano, a lesdo instala-se aos poucos,
cronicamente. Em geral, o individuo é submetido a repetidas agressdes e/ou
exposicoes, como no enfisema ocasionado pelo tabagismo.

13,47,63,67

A maioria dos trabalhos! ) reporta uma Unica instilagdo, mas ha

(38.7980) om que sdo realizadas instilagdes seriadas, com menores

alguns
doses de papaina. Considerando-se que as alteracdes histolégicas
reportadas nos diferentes estudos sdao compativeis com enfisema pulmonar
humano, adotamos a instilagcao Unica, evitando assim nova manipulacado do

animal, com procedimentos como anestesia e intubacao e desconfortos

decorrentes para o animal.
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5.3 Analise dos Resultados Obtidos

5.3.1 Avaliacao Sangiiinea: Gasometria do Sangue Arterial

A gasometria arterial, colhida em repouso e em ar ambiente, € o
exame recomendado para determinacdo e quantificacdo das repercussdes
da DPOC sobre as trocas gasosas''?. A PaO, avalia o grau de hipoxemia,
enquanto a PaCO., o nivel de ventilagao alveolar.

Embora alguns estudos tenham comprovado a presenca de
hipoxemia arterial em animais portadores de enfisema produzido

experimentalmente®®%?

, em nosso estudo ndo encontramos alteragbes
importantes nos valores hemogasométricos, demonstrando que, a despeito
da destruicdo observada no tecido alveolar, ndo houve repercussao na
fungéo de trocas gasosas.

Nossos resultados estdo de acordo com outros trabalhos que também
nao encontraram alteragdes hemogasométricas em animais pés-inducao de
enfisema pulmonar. Martorana et al. ®®, na andlise gasométrica do sangue
arterial de caes, 3 e 6 meses apos indugdo enfisema com papaina,
obtiveram PaO, e PaCO; dentro dos limites normais. Pushpakom et al. 9,
em estudo realizado também em caes, ndo encontraram alteragdes
estatisticamente significativas nos parametros hemogasométricos.

Segundo Martorana et al. ®®, é possivel que no cdo e no rato, assim
como no homem, existam mecanismos bem desenvolvidos para ventilacdo

83,84)

colateral' , 0 que poderia evitar alteracées significativas nas trocas
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gasosas sangiineas até que a lesao torne-se de extrema gravidade. Além
disso, em determinadas situacdes pode ocorrer desproporcado da gasometria
arterial com a fungéo pulmonar'?,

Possivelmente, estas discrepancias possam ser atribuidas aos
diferentes protocolos de administracdo da papaina e ao grau de enfisema

resultante.

5.3.2 Avaliacao Pulmonar: Analise Histopatologica e Morfométrica
para Determinacao do Enfisema Pulmonar

A avaliacdo histopatolégica dos pulmdes demonstrou destruicéo
alveolar difusa, caracterizando um enfisema do tipo panacinar, padréao
também encontrado por outros investigadores''%3867),

O calculo do diametro alveolar médio empregado neste estudo é um
método classicamente utilizado para quantificagdo do enfisema pulmonar. E
sabido que, em ratos sadios, sem doencas pulmonares, o didmetro alveolar
médio é ao redor de 70um.

No presente estudo, os animais do grupo papaina apresentaram
didmetro alveolar médio entre 101,71um e 124,02um, enquanto que no
grupo controle este variou entre 77,78 e 81,26um. Em estudo realizado
previamente em nosso laboratério, este diametro médio oscilou entre 100 e

13,28

149um em ratos expostos & acdo da papaina'’®?®. Outros autores também

47,63)

encontraram valores similares aos nossos achados! Estes dados

demonstram que, nos pulmdes de animais submetidos a acao da papaina,
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houve importante aumento dos espacos alveolares conseqliente a ruptura
de septos interalveolares. Nos animais do grupo submetido a instilacao de
solucao fisiolégica, as estruturas alveolares estavam preservadas.

A andlise do diametro alveolar em nosso material mostra que o
subgrupo P30 apresenta um diametro alveolar médio inferior aos demais
subgrupos expostos a acdo da papaina, que nao diferem entre si. A
destruicdo do parénquima pulmonar tem inicio com a agressao provocada
pela papaina, progredindo até estabilizar-se no periodo entre 30 e 60 dias,
quando se observa significativa reducao da superficie alveolar interna. Estes
dados corroboram a afirmacao de Fusco '® de que o enfisema estabiliza-se
ao redor de 40 dias. Um padrao similar foi observado em hamsters apés
instilacdo de papaina ou elastase pancreatica, verificando-se significativa
progressao do enfisema entre 1 e 2 meses apds a exposicao, seguida de
estabilizacdo da lesdo histologica ©'92).

Outros autores afirmam que a lesao estabiliza-se ao redor do terceiro

473 Martorana et al. ®® observaram

més apds a exposicao inicial a papaina'
que as alteracdes da arquitetura pulmonar observadas apés a administracao
de papaina sao progressivas por um periodo de algumas semanas e depois
se estabilizam, ndo tendo sido observadas diferencas entre os caes
analisados aos 3 e 6 meses apds a indugao do enfisema.

Em trabalho realizado por Johanson et al. ®" os ratos foram
submetidos a administracdo Unica de papaina e sacrificados em diferentes

periodos que variaram de horas até 3 meses apds a exposi¢cao. Observaram

com estes experimentos que a maior expressao das alteragbes (hemorragia
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alveolar, infiltrado de polimorfonucleares, inflamacéo, dilatacdo dos espacos
aéreos centrilobulares) foi observada entre 2 e 4 semanas, ndao havendo
regressao ou progressao das lesodes.

A comparacado entre os diferentes estudos deve ser feita de forma
cautelosa, pois ha variagdes quanto a espécie animal estudada, bem como

quanto a dose de papaina administrada.

5.3.3 Avaliacao Peso Corporeo e de sua Relacao com o Peso Cardiaco

Perda de peso e desnutricdo sdo situagdes muito freqliientes em
pacientes com enfisema pulmonar ®°, influenciando no prognéstico destes,
pela diminuicdo da forca dos musculos respiratérios, alteracdo na
capacidade ventilatéria e influenciando negativamente a resposta imune,
necessdria para a defesa contra as infecgdes*?. Apesar disto, ha poucos
estudos post mortem correlacionando peso corpéreo e grau de enfisema.

Alguns autores afirmam que o peso corpéreo € inversamente
proporcional a severidade do enfisema, sendo, portanto, um indicador
indireto da condicéo fisica do individuo frente a doenga “%.

O exato mecanismo da perda de peso em pacientes portadores de
enfisema pulmonar ndo é conhecido®). Varias hipdteses tém sido
formuladas, incluindo inflamacéo cronica, perda da forca muscular associada

8287 Uma das

com a idade, inatividade e administracdo de esterdides
hipdéteses mais aceita refere-se ao consumo elevado de oxigénio na
respiracao, tal condicdo poderia ser sustentada pela hiperinsuflacdo e perda

na capacidade recolhimento elastico pulmonar, causando uma relacao
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comprimento-tensao desfavoravel aos musculos respiratorios e conseqliente

®)  Os dados disponiveis sugerem que a

aumento no gasto energético
etiologia seja multifatorial, incluindo hipermetabolismo, presenca de
mediadores inflamatérios e alteragcbes produzidas pela exacerbacdo da
doenca 9.

Em nossos animais ndo observamos perda de peso significativa que
nos permitisse inferir a debilidade do animal frente a destruicao alveolar
provocada pela instilacdo de papaina. A relacdo peso corpéreo do animal e
peso cardiaco também ndo mostrou alteragdes importantes. FI6 €7 também
nao observou reducdo no peso de animais submetidos a instilacido de
papaina, relatando um aumento de peso significativo ao longo de nove
semanas, sem diferenca entre os ratos submetidos a administracdo de

89.90) observaram perda de

papaina e os do grupo controle. Outros autores!
peso inicial em ratos apds a administracdo de papaina, com recuperagao

destes animais igualando-se ao grupo controle apés alguns dias.

5.3.3 Avaliacao Avaliacao Cardiaca: Analise Morfométrica dos
Coracoes
Uma das complica¢des mais freqientemente reportadas em pacientes
portadores de DPOC é o cor pulmonale, caracterizado por dilatacdo e
hipertrofia do ventriculo direito, e potencialmente insuficiéncia secundaria a
hipertensdo primaria ®®. Estudos de necropsia revelam que o cor pulmonale
esta presente em 34% dos individuos portadores de bronquite crénica e

enfisema pulmonar®?.
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Embora o cor pulmonale seja freqientemente observado nos
pacientes, ndo encontramos em nossos animais sinais de sua presenca,
como inicialmente esperado. FI6 ©®”, empregando modelo similar ao nosso,
afirma que nao foram observadas alteracées no volume do coracdo dos
animais submetidos a instilacdo de papaina por um periodo de até nove
semanas. Entretanto, os primeiros sinais de hipertrofia ventricular direita
parecem ja estar presentes trés meses apds a inducao do enfisema, com
evidente hipertrofia aos seis meses“.

Varios mecanismos tém sido considerados como fatores na
patogénese do cor pulmonale no enfisema pulmonar, incluindo hipoxia,
reducdo do leito vascular pulmonar e aumento da pressao arterial pulmonar,
aumento da viscosidade do sangue causada por policitemia secundaria a
hipdxia, entre outros .

No estudo realizado por Icochea et al.®®, a hipéxia foi identificada
como um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento de cor pulmonale,
em hamsters portadores de enfisema pulmonar induzido experimentalmente,
ja que a oxigenoterapia produziu melhora na funcao ventricular direita. A
hipertrofia do ventriculo direito pode ser considerada como um indicativo de
hipertensdo pulmonar, a qual por sua vez esta relacionada ao grau de
hipéxia alveolar®. A hipdxia alveolar € um potente constritor dos vasos
pulmonares e ha uma relacao inversamente proporcional entre a pressao
arterial pulmonar e a PaO, em pacientes com cor pulmonale ©.

Talvez a auséncia de alteracdbes hemogasométricas importantes, visto

ser a vasoconstricdo hipdxica um dos determinantes da hipertensao
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pulmonar, possa explicar porque nao observamos alteracées no ventriculo
direito nos animais do presente estudo.

Outro aspecto a ser considerado é que o grau de destruicao alveolar
provocada no protocolo de inducdo de enfisema pulmonar por nés
empregado possa nao ter sido suficiente para reproducdo das condicoes
morfofisiolégicas necessérias para o desenvolvimento do cor pulmonale.
Entretanto, alguns autores afirmam que nao ha relacdo entre a presenca de
hipertrofia ventricular direita e a porcentagem de pulmao destruido pelo
enfisema (4°48:56),

Além disso, é possivel que o cor pulmonale desenvolva-se mais
tardiamente, necessitando de um periodo maior de observacao.

Em resumo, o cor pulmonale € uma condi¢do que envolve muito mais
que a destruicao alveolar.

Observamos em nosso estudo aumento da area da cavidade do
ventriculo direito, a partir de 120 dias ap6s a instilacido de papaina,
associado a hipertrofia do ventriculo esquerdo. A dilatacdo do ventriculo
direito representa uma resposta desta camara a sobrecarga de volume
consequente a hipertrofia ventricular esquerda.

Varios autores afirmam que a presenca de hipertrofia ventricular

esquerda em pacientes com enfisema pulmonar é um assunto

(93) (48,55)

controverso™” e muitos atribuem-na a hipertensao arterial sistémica ,
algumas vezes nao detectada clinicamente. Assim, uma hip6tese que
aventamos para explicar presenca de hipertrofia do ventriculo esquerdo nos

nossos animais foi a possibilidade da papaina induzir hipertensao arterial
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sistémica, ja que a hipertrofia geralmente esta associada a sobrecarga de
pressérica. Nao encontramos na literatura nenhum trabalho que associasse
a droga a hipertensao arterial sistémica.

Segundo Ishikawa et al. ©®

, um dos problemas mais embara¢osos
encarado pelos clinicos e patologistas é a suposta existéncia de hipertrofia
biventricular na doenca pulmonar obstrutiva.

Murphy et al. ® afirmam que a incidéncia de hipertrofia ventricular
esquerda em pacientes com enfisema pulmonar oscila nas diferentes
publicacdes, acometendo entre 24 e 86% dos pacientes. Embora alguns

%25%) tenham reportado hipertrofia ventricular esquerda

estudos de necropsia'
em pacientes com DPOC, trabalhos realizados com métodos nao-invasivos

e cateterizagdo demonstraram dimensbdes e funcdo normais nestes

96-98 99

pacientes % Por outro lado, Jardim et al. ®® reportam hipertrofia de
ventriculo esquerdo em 10 pacientes portadores de DPOC.

Hipertrofia ventricular esquerda isolada, sem associagdo com
hipertrofia direita, também foi encontrada em alguns casos de necropsia ©°

Fatores quimicos, como diminuicdo da PaO,, aumento do diéxido de
carbono e na concentracao de ion hidrogénio, tém sido considerados como
desencadeadores da hipertrofia do ventriculo esquerdo®®®”.  Nossos
achados néo corroboram estas afirmacdes, pois observamos hipertrofia
ventricular esquerda sem alteracbes hemogasométricas significativas.
Sutinen et al.*?, em estudo de necropsia, encontraram hipertrofia de

ventriculo esquerdo em muitos pacientes com enfisema pulmonar, entretanto

sem associacao estatistica.
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Por fim, concordamos com os autores que afirmam que a associagao
entre enfisema pulmonar e hipertrofia ventricular esquerda é uma questao
(54)

nao resolvida®, com causas obscuras , merecendo, portanto,

investigacbes mais aprofundadas.

5.4 Perspectivas Futuras

Este estudo representa mais um passo de nossa equipe na
compreensao dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
pneumopatias avancadas.

Consideramos que a préxima etapa € a avaliagao histopatolégica do
coragao para identificar se as alteragées encontradas no ventriculo esquerdo
devem-se a hipertrofia dos miécitos ou a proliferacdo das células do tecido
conjuntivo.

Em estudos futuros, acreditamos que se faz necessario o
acompanhamento destes animais com métodos de avaliagéo in vivo como o
ecocardiograma, bem como, monitoragdo da pressao arterial e sistémica e
pulmonar. Ha, ainda, a possibilidade de utilizacdo de solugcdes com
diferentes concentracées de papaina, promovendo graus distintos de

enfisema para avaliacbes comparativas.
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6 CONCLUSOES

Diante do que foi exposto, concluimos que:

Em relacdo ao modelo empregado para indu¢o do enfisema pulmonar:

e Este foi eficiente, produzindo destruicdo do tecido alveolar e
mimetizando alteragbes morfolégicas encontradas no enfisema
pulmonar, que se estabelecem até 60 dias apds a agressao inicial
sem progressao.

e Apesar da destruicdo do tecido pulmonar, nao houve repercussao
importante na funcao de trocas gasosas.

e A presencga de enfisema pulmonar ndo interferiu na relagdo entre

a massa corpOrea e a massa cardiaca.

Em relacdo as alteragcbes cardiacas:

e A parede livre do ventriculo direito e o septo interventricular nao
apresentaram alteragcdes morfolégicas significativas, no periodo
de até 6 meses apos a instilacao intratraqueal de papaina.

e O ventriculo direito apresenta sinais de dilatagdao a partir de 120
dias ap6s a inducdo do enfisema pulmonar, possivelmente
secundaria a hipertrofia ventricular esquerda.

e O ventriculo esquerdo apresentou significativa redugcéao da area de
sua cavidade, 90 dias apds a inducdo do enfisema pulmonar,

acompanhada de discreto espessamento de sua parede.
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