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Resumo

BRAGA KA. Estudo dos efeitos da prednisona sobre o sistema mucociliar de
ratos [Tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2010. 100p.

INTRODUCAO: As infecgbes pulmonares constituem uma das principais
causas de morbidade e mortalidade apdés o transplante pulmonar. O
transplante expde a arvore brénquica a uma seérie de condi¢cdes, como a lesao
de seccdo e anastomose brbnquica e a acdo dos imunossupressores,
alterando os componentes do epitélio mucociliar. O sistema mucociliar
presente nas vias aéreas do sistema respiratorio € o principal mecanismo de
defesa do trato respiratério, assim a influéncia de drogas neste sistema precisa
ser investigada. A prednisona € um importante corticosteréide usado apos o
transplante de pulmao, no entanto seu uso pode estar associado ao aumento
da mortalidade no periodo p6s por complicagdes como baixa cicatrizagao e
infeccoes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da secgao
brénquica e da terapia com prednisona na depuracdo mucociliar. METODOS:
Foram utilizados 180 ratos machos Wistar distribuidos em 6 grupos (P1, P2,
P3, ScP2, ScSal e Sal). Os animais dos grupos P1, P2 e P3 receberam
diferentes doses de prednisona (0,625, 1,25 e 2,5 mg/kg/dia); os do grupo
ScP2 foram submetidos a cirurgia de seccdo e anastomose bronquica e
terapia com 1.25 mg/kg/dia de prednisona; do grupo ScSal foram submetidos a
cirurgia de secgdo e anastomose brbnquica e gavagem diaria de solugéo
fisiolégica; por fim, os animais do grupo Sal receberam gavagem de solugao
fisiologica. Apds o periodo de tratamento (7, 15 ou 30 dias), os animais foram
sacrificados, e as medidas de frequéncia de batimento ciliar (FBC), velocidade
de transporte mucociliar (VTMC) e transportabilidade do muco (TM) coletadas.
Para avaliar os efeitos da droga realizamos a analise estatistica comparativa
entre os grupos P1, P2, P3 e Sal. Para avaliar a possivel interagdo da droga
com o procedimento cirirgico comparamos 0s grupos ScP2, ScSal e P2.
RESULTADOS: A administracdo das diferentes doses de prednisona
estudadas prejudicaram a TM e a dosagem mais alta (P3) diminuiu a VTMC.
Os animais submetidos a seccdo e anastomose bronquica mostraram redugao
significativa de VTMC e FBC ap6s 7 e 15 dias da cirurgia (p<0.001)
Observamos a recuperacao desses parametros apds 30 dias do procedimento
cirurgico. A droga melhorou a TM dos animais submetidos a secgao e
anastomose bronquica (p<0,02). CONCLUSOES: Altas dosagens de
prednisona prejudicam a depuragao mucociliar. A terapia com prednisona
associada a cirurgia de seccdo e anastomose bronquica nao altera a
depuracao mucociliar visto que, apesar de melhorar a transportabilidade do
muco, a frequéncia de batimento ciliar e a velocidade de transporte mucociliar
nao sao influenciadas.

Descritores: Prednisona, Depuracdo mucociliar, Bronquios, Transplante de
pulm&o, Imunossupressao.



Summary

BRAGA KAO. Effects of prednisone on mucociliary system of rats [Thesis]. Sdo
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2010, 100p.

INTRODUCTION: Infections have been and still are the major cause of
morbidity and mortality after lung transplantation. Since mucociliary clearance
(MCC) plays an important role on the human defense mechanism, the
influence of drugs on MCC of patients submitted to lung transplantation must
be examined. Prednisone is the most important corticosteroid used after lung
transplantation. The aim of this study was to evaluate the effects of bronchial
transection and prednisone therapy (P) on mucociliary clearance.
METHODS: 180 rats were assigned to 6 groups (P1, P2, P3, ScSal, e Sal)
according to surgical procedure or drug therapy: P1 (0.625mg/kg/day), P2
(1.25 mgl/kg/day), P3 (2.5mg/kg/day), ScP2 (bronchial section and
reanastomosis + 1.25 mg/kg/day ), Sal (saline solution 2ml/day) and ScSal
(bronchial section + saline solution 2ml/day). After 7, 15 or 30 days they were
killed and lungs were removed from thoracic cavity. Mucociliary transport
velocity (MCTV), ciliary beting frequency (CBF) and mucus transportability
(MT) were evaluated. RESULTS: The administration of different doses of
prednisone studied harmed MT and the highest dosage (P3) decreased
MCTV. FBC and MCTV was significantly impaired 7 and 15 days after
bronchial transection and reanastomosis (p<0.001), but they showed a partial
recovery on the 30th day after surgery procedure. Prednisone therapy
improved MT after surgery procedure (p<0,02). CONCLUSION: High
dosages of prednisone affect mucociliary clearance. The Prednisone therapy
after section and reanastomosis surgery not affect mucociliary clearance
since, despite improving MT, the CBF and MCTV are not influenced.

Descriptors: Prednisone, Mucociliary clearance, Bronchi, Lung
transplantation, Immunosuppression.
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O sistema mucociliar presente no sistema respiratério funciona
basicamente pela agdo conjunta de dois de seus componentes: muco e
cilios. O transporte mucociliar normal depende de varios fatores que se inter-
relacionam como o epitélio intacto, batimento ciliar coordenado, composigao
e viscoelasticidade adequada do muco, tamanho da camada periciliar.

O transplante pulmonar (TP) expde a arvore brénquica a uma série de
eventos como anestesia, ventilagdo mecanica e imunossupressao que
podem alterar os componentes do epitélio mucociliar (Aeba et al.,1993).

Dentre os fatores envolvidos na cirurgia de transplante pulmonar, a
secgao brbnquica parece ter um papel importante no quadro geral de
complicagbes poOs-operatorias. Um grande problema apos o transplante esta
relacionado a cicatrizacdo bronquial deficiente, provocando estenose e
deiscéncia (Samano et al., 2009). Estudos relatam que, apos o transplante,
o transporte mucociliar (TMC) e a frequéncia de batimento ciliar (FBC) estao
diminuidos e que ha um aumento na rigidez do muco (Veale et al., 1993;
Tomkiewicz et al., 1995; Pazetti et al., 2008).

A diminuicdo do TMC leva a um quadro de retengdo de muco
contribuindo com quadros de infeccdo pulmonar. Essa condi¢gdo, associada
aos protocolos de imunossupresséao e ao fato de que o pulmao € um o6rgao
transplantado exposto ao ar ambiente faz com que os quadros de infecgao

sejam frequentes nesses pacientes. Bactérias e fungos sdo as principais
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causas de infec¢cbes durante o primeiro més do periodo poés-operatorio,
enquanto as infecgdes virais sdo mais prevalentes no 2° e 3° més pos-
operatorio (Krishnam et al., 2005).

Outro fator de extrema relevancia associado ao aumento da
incidéncia de infeccbes nesses pacientes diz respeito a imunossupressao.
Ha alguns anos, os protocolos de imunossupressédo apos o transplante de
orgaos eram restritos e muitas vezes limitados a administragdo empirica e
nao monitorada de azatioprina e prednisona. A introdugdo de multiplas
drogas na década de 90 aumentou o sucesso no transplante da maioria dos
orgaos solidos, com efeitos mais especificos e monitorados (Dong et al.,
1999; Fan et al., 2009). No TP, a imunossupressdo € baseada em um
esquema triplice, que associa farmacos inibidores da produgcdo de IL-2
(ciclosporina ou tacrolimus), farmacos inibidores da sintese de purinas ou
pirimidinas (Azatioprina ou Micofenolato de Mofetila), e farmacos que inibem
a expressao de genes de citocinas, como a prednisona (Hertz et al., 2008;
Cristie et al., 2009).

Além da modulagdo da resposta imunolégica adaptativa, sabemos
que os imunossupressores podem prejudicar elementos da resposta inata,
entre eles, a depuracdo mucociliar.

O Laboratorio de Pesquisa em Cirurgia Toracica da FMUSP (LIM 61),
tem como uma de suas principais linhas de pesquisa o estudo das
alteracbes na depuragcdo mucociliar pds transplante pulmonar. Estudos
realizados nesse laboratério mostram que tanto a lesdo brénquica quanto a

administragcdo de imunossupressores, como a ciclosporina e azatioprina,
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prejudicam o TMC (Rivero et al., 2001; Xavier et al., 2007; Pazetti et al., 2007;
Pazetti et al., 2008). Num primeiro estudo foram avaliados os efeitos da
cirurgia de seccdo e anastomose brénquica unilateral na depuragao
mucociliar, sendo observado prejuizo dessa fungdo nos brénquios
submetidos ao procedimento cirurgico (Rivero et al., 2001). Tal prejuizo foi
atribuido a alteragdes nas propriedades viscoelasticas do muco produzido na
regidao brénquica lesionada. Esse mesmo grupo mostrou que a azatioprina
diminui a velocidade de transporte mucociliar nos animais avaliados 7 dias
apos o procedimento cirurgico com recuperagado nos animais avaliados apos
30 dias da cirurgia (Fernandes et al., 2008). Apesar do prejuizo no TMC,
esse estudo verificou melhora nas propriedades viscoelasticas do muco dos
animais submetidos a cirurgia de sec¢éo e anastomose brénquica e tratados
com azatioprina. Uma série de trés estudos avaliou os efeitos da ciclosporina
na depuragao mucociliar (Xavier et al., 2007; Pazetti et al., 2007; Pazetti et al.,
2008). Utilizando o modelo cirurgico de secgédo e anastomose brénquica foi
verificado que a ciclosporina diminui a velocidade de transporte mucociliar
(VTMC), como resultado do prejuizo tanto da frequéncia de batimento ciliar
(FBC) quanto da transportabilidade do muco (TM), além de reducdo da
secregao de muco (Pazetti et al., 2007; Pazetti et al., 2008). Observou-se que
a ciclosporina exerce efeito sinérgico quando associada a les&o de secgao
brénquica, diminuindo a depuragdo mucociliar. Utilizando modelo de
transplante pulmonar em ratos, verificou-se ainda que a ciclosporina melhora
a depuracdo mucociliar nos animais transplantados, provavelmente pela

diminuigdo da resposta imunologica ao enxerto (Xavier et al., 2007).
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Sao escassos na literatura trabalhos relacionados aos efeitos dos
corticosterdides sistémicos no aparelho mucociliar. Investigagdes in vitro que
avaliaram a influéncia de corticoides no TMC mostraram que a prednisolona
aumenta a producdo de muco e corticoides tdpicos como a budesonida
diminuem a FBC na mucosa respiratéria (Maron et al.,1984; Duchateau et
al., 1986; Hofmann et al., 1998).

McAnally et al. (2006), avaliaram os riscos da utilizagdo de prednisona
em pacientes transplantados e mostraram que os indices de sobrevida foram
muito melhores nos pacientes que receberam doses <O,42mg/kg/m2 por dia
do que os que receberam doses >O,42mg/kg/m2 por dia. As mortes no
periodo poés-operatério podem ter sido induzidas pelos esterdides por
complicagdes como baixa cicatrizagao e infecgdes.

Assim, nos propusemos a dar continuidade a essa importante linha de
pesquisa, visando contribuir para o entendimento da agédo de outra droga, a

prednisona, comumente utilizada na pratica clinica.
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O presente trabalho teve como objetivos:

1. Avaliar os efeitos da terapia com prednisona na depuragao
mucociliar.

2. Avaliar os efeitos resultantes da associacao entre lesao de seccao

brénquica e a terapia com prednisona na depuragao mucociliar.
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3.1 Transplante

3.1.1 Histérico do Transplante

O transplante post mortem corresponde a retirada de 6érgéos, tecidos
ou partes de corpo humano de cadaver para ser implantado em um receptor
vivo. Essa técnica foi um dos maiores avancos da medicina do século 20,
constituindo uma terapéutica eficaz para pacientes com doenca
incapacitante, progressiva e em estagio final. No inicio dessa atividade, em
humanos, os resultados eram limitados e a sobrevida muito baixa.
O transplante renal foi o primeiro dos procedimentos de transplante de
orgaos com sucesso. Ocorreu nos Estados Unidos no ano de 1954, quando
0 médico cirurgido Joseph Murray fez um transplante de rim entre irméaos
gémeos idénticos (Muray et al., 1976). Outro momento histérico para o
transplante, sem duvidas, foi marcado por Christian Barnard em 1967, na
Africa do Sul, que realizou o primeiro transplante de coracdo. O transplante
realizado por Christiam Barnard foi em um paciente de 54 anos portador de
uma severa doenga nas artérias coronarias e de multiplos infartos do
miocardio e o doador foi uma mulher de 24 anos com morte encefalica.
O transplante de coragao trouxe a tona uma série de discussdes e conflitos

na época, ja que ia contrapor um conceito que levava em conta a parada
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cardiaca para definigdo da morte de um individuo. O conceito relativo ao
momento da morte sofreu algumas mudangas ao longo dos anos, sendo
fundamental o estabelecimento do conceito de morte encefalica para
realizagcao da maioria dos transplantes post-morten.

Nos anos seguintes novos relatos foram feitos, entretanto a rejeicao
limitava os resultados, diminuindo a sobrevida dos pacientes. Sem duvidas, o
marco inicial do progresso nos resultados dos transplantes ocorreu na década
de 80, com o desenvolvimento de potentes imunossupressores, particularmente
a ciclosporina A. Esses medicamentos trouxeram grande beneficio para o
sucesso das cirurgias de transplante, aumentando a taxa de sobrevida logo
no primeiro ano (Bier et al., 1993; Dong et al., 1999; Fan et al., 2009).
Além disso, contribuiram para esse progresso a implementagdo de leis
reguladoras da atividade, o aprimoramento das técnicas cirurgicas, o
desenvolvimento de exames imunoldgicos para selecdo de doador, o
conhecimento mais profundo a respeito dos mecanismos de rejeigao, entre
outros. Os resultados positivos estimularam o desenvolvimento de centros

de exceléncia em todo o mundo.

3.1.2 Transplante Pulmonar

O primeiro TP em humanos descrito na literatura foi realizado por
James Hardy em 1963 (Hardy, 1964). O paciente sobreviveu 18 dias e sua
morte foi atribuida a problemas renais e ao seu estado de desnutrigao.

Este objetivo foi alcangado apdés Hardy acumular experiéncia em protocolos
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com caes. Este esforco pioneiro estabeleceu uma técnica viavel e
demonstrou que o transplante pulmonar poderia funcionar em humanos. Nos
vinte anos seguintes ndo houve muitos progressos (Nelems et al., 1980).
O sucesso nessa modalidade terapéutica so foi alcangado em 1983, pelo
grupo de Toronto (Toronto Lung Transplant Group). Os avangos obtidos ao
longo dos anos transformaram o TP em um método terapéutico consolidado,
com indices de sobrevida de 60% apos 5 anos (Hartgan e Pedoto, 2005).

No Brasil, o primeiro TP foi realizado no ano de 1989 (Camargo et al.,
1990). Nos ultimos anos, temos observado um aumento no numero de
transplantes realizados neste pais, assim como na qualidade dos resultados
(Jatene e Pégo Fernandes, 2008). Em 2008, foram realizados 53 transplantes
de pulmao o que resulta em 15,2% a mais que no ano anterior. Nesse periodo
O pais apresentava apenas 4 equipes de transplante pulmonar ativas.
Atualmente a Santa Casa de Porto Alegre e o Instituto do Coragdo em Sao
Paulo se destacam como os maiores centros transplantadores de pulm&o no
cenario nacional. O Instituto do Coracdo implementou definitivamente seu
programa de transplante pulmonar em 2000 e tem mostrado um crescimento
progressivo no numero de receptores, transplantes realizados e sobrevida
meédia dos pacientes.

O transplante pulmonar é indicado aos pacientes que esgotam os
recursos terapéuticos clinicos convencionais sem resultados satisfatorios no
curso de suas pneumopatias (Studen et al., 2004; Miranda et al., 2005).
A DPOC (Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica) ainda € a maior responsavel

pelas indicagdes ao transplante pulmonar, com 36% do total de indicagoes,
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seguida pela fibrose pulmonar idiopatica (20%), fibrose cistica (16%),
enfisema por deficiéncia de alfa-1 antitripsina (7.6%) e hipertensao arterial
pulmonar idiopatica (3.5%) (Christie et al., 2005). Os tipos de transplante
disponiveis sdo: transplante de pulm&o unilateral, transplante de pulmao
bilateral, transplante lobar intervivos e transplante combinado coragao-
pulmdo. Atualmente, essa modalidade terapéutica representa melhora
substancial na qualidade de vida e aumento de sobrevida.

A International Society For Heart and Lung Transplantation (ISHLT)
publicou resultados de mais de 29.000 transplantes de pulmao realizados
em mais de 200 centros espalhados pelo mundo, mostrando que a sobrevida
tem melhorado ao longo das décadas devido aos avangos nas solugdes de
preservagao de oOrgaos, nas técnicas cirurgicas, no manejo pos-operatorio
intensivo, no controle e tratamento das infeccbes e nos esquemas de
imunossupressao (Hertz et al., 2008).

Apesar dos avancos, alguns fatores limitam o sucesso do TP, como a
escassez de 6rgdos viaveis para o transplante, dificuldades na preservagao
do 6rgéo, alta mortalidade dos pacientes na fila de espera e baixa sobrevida
dos transplantados, quando comparado ao transplante de outros érgaos
soélidos (Jatene e Pégo-Fernandes, 2008; Pégo-Fernandes et al, 2006).

A sobrevida média, para os receptores, € de aproximadamente 90%
nos primeiros 3 meses, 78% em 1 ano, 63% em 3 anos, 51% em 5 anos e
28% em 10 anos. Entre as causas de morte mais frequentes nos primeiros
30 dias, apoés o transplante de pulméo, estdo a falha do enxerto, infec¢des
nao associadas ao citomegalovirus (CMV), complicagdes cardiovasculares e

problemas associados a técnica cirurgica (Hertz et al., 2008).
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Assim, principais complicagdes apos o TP relacionam-se ao manejo
do binbmio rejeicdo/infeccdo. No primeiro ano, os episodios infecciosos
constituem a principal causa de ébito neste grupo de pacientes. O 6rgao
enxertado € o principal foco dos episddios infecciosos e as pneumonias
bacterianas sao fatores importantes de morbi-mortalidade nos periodos
precoce e tardio do pos-operatorio. Chaparro et al. (2001), observaram que
as pneumonias bacterianas no periodo poés-transplante apresentam a
P. aeruginosa em 33% casos e a sua colonizagao em vias aéreas no periodo
pré-transplante como fator associado as pneumonias no poés-operatorio em
pacientes com doenga supurativa. Apds o primeiro ano, a bronquiolite
obliterante (BO), representando a forma de rejei¢cdo cronica, e as infecgdes,
nao associadas ao CMV, sao as causas predominantes de morte. Entre
outras mais tardias, destacam-se as causas de morte por neoplasia e por

doencas cardiovasculares (Hertz et al., 2008).

3.2 Imunossupressao

3.21 Imunologia e Transplante

Uma das maiores dificuldades para a implementacdo do transplante
de 6rgaos como rotina de tratamento de pacientes consiste na possibilidade
de rejeicdo do enxerto em decorréncia da resposta imune do receptor ao

tecido doado. Assim, para o desenvolvimento deste tipo de tratamento foi
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essencial o conhecimento dos mecanismos de rejeicdo ao aloenxerto, o
desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras além de progressos
na selecao dos doadores e receptores.

Paul Ehrlich em 1906 e Aléxis Carrel em 1910 foram os primeiros a
atribuir causas biolégicas para a rejeicdo. A descoberta dos grupos
sanguineos na década de 1920 pelo vienense Karl Landsteiner, e a
descricdo da natureza imunologica da rejeigdo a enxertos cutaneos por
Peter Medawar lancaram as bases para o estudo dos fendédmenos
imunoldgicos envolvidos na rejeicédo (Roitt, 1999).

Desde os primeiros relatos de transplante pulmonar em humanos até
a consolidagcdo da técnica como alternativa terapéutica, passaram-se 20
anos em que o principal desafio era o controle da rejeicdo. Esta falta de
progressos provocou um impulso na investigacéo laboratorial dos aspectos
bioquimicos, imunologicos e farmacoldgicos dos mecanismos de rejei¢ao.

Diversas linhas mostraram que a rejeicao é desencadeada através da
resposta imune adaptativa relacionada a genes polimorficos localizados em
um unico cromossomo, 0 cromossomo 6, herdados de ambos os pais e

expressos de maneira co-dominante (Bradbury, 1999).

3.2.2 Protocolos de Imunossupressao

As drogas imunossupressoras que inibem a atividade ou destroem os
linfécitos T s@o o principal regime de tratamento anti-rejeicdo. A maioria destes

farmacos atua durante a fase de indugéo da resposta imunolégica reduzindo a
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proliferagdo de linfocitos, embora outros também inibam a fase efetora.
Geralmente, a imunossupressao € baseada em um esquema triplice que
associa farmacos inibidores da produgéo de IL-2 (ciclosporina ou tacrolimus) a
farmacos inibidores da sintese de purinas ou pirimidinas (Azatioprina ou
Micofenolato de Mofetila) e farmacos que inibem a expressédo de citocinas,
como a prednisona (Hertz et al., 2008; Cristie et al., 2009).

Até a década de 70 os protocolos de imunossupressao apos o
transplante de Orgédos eram mais restritos e muitas vezes limitados a
administragdo empirica e ndo monitorada de azatioprina e prednisona. A
azatioprina tem atuacéo citotdxica sobre células em divisdo mitética, por isso
inibe a proliferagao clonal durante a fase de indug&o da resposta imunoldgica.
No entanto, a toxicidade associada a essa droga leva a depressao da medula
Ossea, hepatoxicidade, provoca nauseas, vomito e erupgdes cutaneas. Os
agentes antiinflamatorios mais potentes disponiveis sdo os corticoides, como
a prednisona. Seu emprego foi estabelecido desde os primérdios do
transplante e seu modo de agao sera discutido no préximo item.

Em 1972, a descoberta da ciclosporina foi crucial para o
desenvolvimento do transplante. A ciclosporina, diferentemente dos outros
imunossupressores nado apresenta citotoxicidade e atualmente constitui o
mais importante agente imunossupressor utilizado poés-transplante. Trata-se
de um polipeptideo, derivado de duas espécies de fungos (Tolyplocadium
inflatum e Cylindrocarpon lucidum), que bloqueia a transdugédo de sinais e
impede a producao de interleucina (IL-2) e interferon pelos linfécitos T (Caine

et al., 1979; Kalan et al., 1983). Atualmente, uma série de imunossupressores
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especificos esta disponivel no mercado e sdo escolhidos de acordo com o
periodo pos-operatério, tipo de rejeicdo e evolugdo do transplantado. Na
tabela1l estdo listados os principais farmacos imunossupressores e seus

mecanismos de agao.

Tabela 1. Drogas imunossupressoras em uso clinico (Modificado de Roitt, 1999)

DROGA MECANISMO DE AGAO

Ciclosporina e Tacrolimus  Bloqueiam a producgao de citocinas por células T

Azatioprina Bloqueia a proliferagao dos precursores de Linfocitos

Micofenolato de Mofetil Bloqueia a proliferagcao de linfécitos por inibir a
sintese do nucleotidio guanina nos linfocitos

Rapamicina Bloqueia a proliferagao de linfécitos por inibir a
sinalizacadoda IL-2

Corticosteroides Reduzem a inflamagao por inibir a secrecdo de
citocinas pelos macrofagos

Anticorpo Monoclonal Depleta as células T por se ligar ao CD3 e promove
anti-CD3 a fagocitose ou lise mediada por complemento

Os protocolos imunossupressores melhoraram drasticamente a sobrevida
do enxerto. No entanto, a imunossupressao necessaria para a sobrevivéncia
prolongada do enxerto leva a uma suscetibilidade aumentada ao desenvolvimento
de quadros infecciosos e constitui uma importante causa de morbimortalidade

apos transplantes de orgaos sélidos (Hertz et al., 2008; Cristie et al., 2009).
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No caso do TP sabemos que isso se deve ndo s6 a interferéncia da
imunossupressao na resposta adaptativa, mas também a agédo dessas drogas

em mecanismos de defesa inatos, como é o caso do aparelho mucociliar.

3.3 Corticoterapia

3.3.1 Histérico da Corticoterapia

A histéria da corticoterapia tem inicio por volta de 1855 quando
Thomas Addison descreveu pela primeira vez a insuficiéncia adrenal, o que
foi demonstrado em 1856 por Brown-Séquard. Estudos subsequentes
demonstraram relevante controle de sintomas em animais submetidos a
adrenalectomia e em pacientes portadores da doenca de Addison tratados
com estrato do cortex da adrenal (Hartman e Brownell, 1930; Swingle e
Pfiffiner, 1930). Em 1935 os americanos Edward Calvin Kendall e Philip
Hench isolaram e identificaram a estrutura quimica de um composto ao qual
deram o nome de cortisona recebendo, por este feito o prémio Nobel em
1950 (Kendall, 1950). Na década de 40 iniciou-se a produgdo em escala
industrial desse composto.

A corticoterapia tem sido utilizada na pratica clinica desde 1949, em
geral com atuacéo na regulacdo de uma série de genes e com efeito total
antiinflamatério. Suas indicagcdes se espalham por diversas especialidades
médicas incluindo a dermatologia, endocrinologia, oncologia, oftalmologia,

cardiopatia e doencas respiratorias.
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3.3.2 Mecanismos de agcao dos Corticosteroides

Os corticosterdides reduzem a produgcao de mediadores inflamatérios,
incluindo as citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico; inibem a migragéo de
células inflamatérias aos locais de inflamacdo onde impedem a expressao
das moléculas de adesdo, modulam direta e indiretamente a fungao das
células B, reduzem a movimentacdo de células e fluidos a partir do
compartimento intravascular, inibem a resposta proliferativa dos mondcitos
ao fator de estimulacdo de colbénia e diferenciagdo em macréfagos e
promovem a morte de células linféides por apoptose.

Os corticosterdides sado ésteres lipofilicos que se difundem para o
citoplasma celular. O mecanismo classico de agdo dos corticosterdides
implica na ligagdo do esterdide a receptores citosolicos que, dimerizados,
dirigem—se ao nucleo celular e se ligam a regides promotoras do DNA
(Figura 1).

Efeitos adversos como a retengdo de liquido, ganho de peso,
perda mineral 6ssea e prejuizo no processo de cicatrizagdo limitam a
utilizagcdo desse tipo de terapia (Damiani et al., 2001; Longui et al., 2007;

Charmandari et al., 2004).
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Figura 1. Mecanismo de agao dos glicocorticéides. Os glicocorticoidesse difundem para o
citoplasma celular e provocam a dimerizagdo dos receptores glicocorticoides e sua
translocagao para o nucleo celular onde atuam na regulagéo da expressao dos genes alvos

Fonte: Longui, 2007.

Os corticosteroides naturais sdo produzidos e liberados na porgao
externa da adrenal (zona fasciculada) e estdo sob o comando adeno-
hipofisario do ACTH (hormdnio adeno-corticotropico) que por sua vez, é
controlado pelo horménio liberador de corticotrofina hipotalémica (CRF) .

No intuito de se obter esterdides sintéticos de uso terapéutico dotados
de potente acdo inflamatéria, mas com reducdo de efeitos colaterais
indesejaveis, uma série de compostos foram produzidos e testados
biologicamente. Um dos mais amplamente utilizados é a prednisona, um

analogo sintético da cortisona, quem vem sendo testado desde 1970.
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3.3.3 Prednisona

A prednisona € um glicocorticoide sintético, com propriedades
antiinflamatoérias e imunossupressoras, que tem sido indicada para o
tratamento das doencas pulmonares inflamatérias. Consiste em uma pro-
droga que apds a absorgédo € convertida em um principio metabolicamente
ativo, a prednisolona. E comumente prescrita para o tratamento de doencas
enddcrinas, osteomusculares, dermatoldgicas alérgicas, inflamatoria intestinal,
respiratorias, hematolégicas e outras que respondam a terapia com
corticosterdides.

Tem sido empregada sistemicamente, € benéfica aos pacientes,
promovendo alivio dos sintomas. A dosagem e o periodo de tratamento s&o
controlados ja que efeitos colaterais limitam seu uso (Vondracek e
Hemstreet, 2006).

Além da prednisona, sdo amplamente utilizadas na pratica clinica, por
sua agao glicocorticoide, a hidrocortisona, dexametasona e a metilprednisolona
(Castro et al., 2005; Clarck et al., 2007).

A tabela 2 lista os principais compostos antiinflamatérios de uso
clinico e apresenta a poténcia antiinflamatéria, bem como a meia vida
bioldégica desses preparados. Verifica-se que a dexametasona € o composto
mais potente, enquanto a hidrocortisona, composto natural, € o de menor

poténcia.
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Tabela 2. Poténcia relativa dos glicocorticéides sistémicos

Corticosteréide  Meia Vida Atividade Poténcia Dose
Bioldgica Relativa equivalente (mg)

Dexametasona 36 - 54 Longa agao 25 0,75

Prednisona 18 — 36 Acéao 4 5,00

intermediaria

Metiprednisolona 18 — 36 Acéo 5 4,00
intermediaria

Hidrocortisona 08-12 Curta acao 1 20,00

3.3.4 Corticoterapia e Transplante

No inicio da década de 50, os primeiros estudos sobre as técnicas de
transplante pulmonar ja relatavam a utilizagdo de corticoterapia °2. Neptune
et al. (1950) documentou uma maior sobrevivéncia de caes apos a
associacao da corticoterapia ao transplante. Hardy et al., (1963), observou o
aumento da sobrevivéncia de caes administrando azatioprina combinada a
hidrocortisona.

No entanto, atualmente, a indicagao para transplante pulmonar requer
a reducao nas doses administradas. Isso porque um grande numero de
complicagbes, como baixa cicatrizagdo e aumento na incidéncia de
infecgdes, sao atribuidas a utilizacdo de esterdides durante o periodo pré-
operatorio (Doherty et al., 1998;McAnally et al., 2006; Orens et al., 2006;

Hertz et al., 2008;).
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O International Guidelines for the Selection of Lung Transplant
Candidates, contra-indica doses maiores que 20 mg/dia a pacientes com
prescricdo de transplante (Orens et al. 2006). Desde essa publicagéo, o
debate a respeito da dose toleravel de esterdide antes do transplante de

pulm&o tem aumentado.

3.4 Depuracao Mucociliar

O tecido pulmonar é constantemente exposto as agressées do meio
ambiente, sendo as partes externa e interna deste tecido separadas pela fina
barreira alvéolo-capilar que, em média, nao ultrapassa 1 um de espessura
(Saldiva, 1990). O ar que respiramos constitui uma complexa mistura de
gases e material particulado e contém estruturas orgénicas como virus e
bactérias, material inorganico, além de gases irritantes. Esse material é
depositado ao longo do epitélio por impactagao inercial, sedimentagao
gravitacional ou difusdo (Kondo et al., 2002). O principal mecanismo de
deposigao de grandes particulas (maiores que 10 um de didametro) nas vias
aéreas superiores € a impactacdo inercial, sobretudo nas regides de
bifurcagdo. Com a diminuigdo do fluxo, a sedimentagcdo gravitacional
representa o mais importante meio de deposicdo de particulas nas vias
aéreas menores. A deposicao por meio dos movimentos brownianos afeta

particulas pequenas nos alvéolos.
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Uma série de mecanismos de defesa esta envolvida na remocgao
desses agentes do epitélio respiratério como o TMC, agdo de macrofagos,
neutrofilos e do sistema linfatico. Além do processo de esterilizacdo, o
aquecimento e a saturagdo com vapor de agua sao condi¢gdes necessarias
para a manutencdo da homeostase alveolar. Essas condicdes comegam a
ser criadas no inicio das vias aéreas superiores e terminam nos alvéolos
(Carvalho et al., 1999; Kondo et al., 2002).

O sistema respiratorio esta dividido em porgdo condutora que recebe
e conduz o ar do meio externo para o interior dos alvéolos pulmonares. A
medida que o ar avanga ao longo das vias aéreas durante a inspiragao,
encontra um sistema ramificado de tubulos que vai desde a traquéia até os
bronquiolos terminais. Essas estruturas sdo responsaveis por transportar,
filtrar, umedecer e aquecer o ar inspirado antes que ele alcance os alvéolos
pulmonares. Desta forma, a porcdo condutora funciona na primeira linha de
defesa do sistema respiratério.

Toda a extensdo das vias aéreas é recoberta por um epitélio colunar
pseudo-estratificado ciliado (epitélio respiratério), lamina propria (tecido
conjuntivo subepitelial) e por um feixe espesso de fibras elasticas. O epitélio
respiratorio apresenta seis tipos celulares: células caliciformes, células
cilindricas ciliadas, células basais, células em escova, células serosas e
células do sistema neuroenddcrino difuso.

Ao longo de sua extensdo, o trato respiratério apresenta algumas
diferencas no que diz respeito a morfologia das células ciliadas, ao numero
de células produtoras de muco e a densidade de células neuroenddcrinas,

de forma a atender o padrao funcional de cada micro ambiente.



Revisdo da Literatura 24

O revestimento epitelial apresenta um complexo de depuracéo local, o
TMC, que remove os agentes invasores retidos no muco para a regiao da
orofaringe onde sédo expectorados ou deglutidos. O TMC é realizado a partir
de uma interacdo harmoénica entre as células secretoras e ciliadas que
resulta na movimentagao do filme de muco que reveste as vias aéreas e
consequentemente o material a ele aderido pelas células ciliadas.
Consequentemente todo material aderido ao muco € eliminado do trato

respiratorio.
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Figura 2. Fotomicrografia do epitélio respiratorio destacando as células ciliadas e as células
caliciformes

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2010.

A eficiéncia deste sistema depende da integridade e do movimento
coordenado dos cilios, das propriedades fisicas do muco e da interagdo entre
muco e cilio. A diminuicao do transporte mucociliar pode levar a retengédo de

muco contribuindo com quadros de infecgdo pulmonar.
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3.41 Muco

O muco respiratério forma um filme de secrecdo que cobre quase a
totalidade das vias aéreas de conducgado. Exerce funcdes de lubrificar e
umidificar as vias; proteger o epitélio contra agentes exégenos; promover um
ambiente adequado para ao batimento ciliar e diminuir a tensao superficial
nas pequenas vias aéreas (Saldiva, 1990).

Este fiime de muco apresenta uma camada periciliar aquosa e
continua, denominada hipdfase sol e uma segunda camada que repousa
sobre a primeira, constituida por um muco mais viscoso e descontinuo
(presenca de grande quantidade de mucina e proteinas), a epifase gel.
Estima-se que 10ml de muco sejam transportados ao longo do dia em um
individuo saudavel.

O muco respiratorio € uma mistura complexa de diferentes secrecdes
que formam um polimero hidrofilico com propriedades visco-elasticas que
recobre as vias aéreas. E constituido por aproximadamente 95% de agua e
5% de compostos organicos (aminoacidos, proteinas, glicoproteinas e
lipideos) e ions tais como Na*, K*, Mg* e Ca" (Braga, 1990).

O principal dos componentes organicos é uma familia de
macromoléculas denominadas mucinas. Sao secretadas por células
mucosas, caliciformes e secretoras. Estruturalmente as mucinas sé&o
glicoproteinas heterogéneas formadas a partir de um filamento protéico
central no qual pequenas cadeias laterais de polissacarideos estao ligadas.

As mucinas s&o armazenadas no interior de granulos das células secretora
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ricas em Ca+ equilibrando as cargas negativas dessa molécula.
Na degranulagdo ha alteracdo na permeabilidade da membrana, colocando
em comunicagdo o0 espaco intragranular e extracelular, promovendo a
entrada de agua e saida de Ca+. Com a perda do anteparo de Ca+ ocorre a
repulsdo das cargas negativas e, portanto a exocitose do conteudo granular
(Verdugo et al., 1980; Lorenzi et al., 1992).

Na luz das vias aéreas, as mucinas se organizam sob a forma de um
biopolimero com propriedades viscoelasticas complexas e bem definidas
para uma perfeita interagdo com o cilio adjacente.

Além das mucinas, estdo presentes proteoglicanos, lipideos,
substancias antioxidante, proteases, antiproteases, tampdes, lisozima,
peroxidase, lactoferrina, antileucoproteases, albumina, DNA, actina.
A principal imunoglobulina no fluido respiratério € a IgA exercendo um
importante papel na prevencdo de infecgdes e reconhecimento de
células tumorais.

A composicdo do muco garante a ele um componente elastico e
deformavel, importante para seu deslocamento diante da energia transmitida
pelo batimento ciliar. Alteragcbes na composi¢do do muco podem influenciar
de maneira importante a depuracdo mucociliar.

O principal mecanismo de controle da secre¢cdo nasal é
autondmicosendo que a estimulacdo parassimpatica aumenta o volume de

secregdes (Lund, 1996).
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3.4.2 Batimento Ciliar

A célula ciliada tem cerca de 200 cilios, sofrendo influéncia da idade e
posicao no trato respiratorio. os quais possuem coordenagao de batimento
ciliar intra e intercelular. A freqiéncia média de batimento ciliar € da ordem de
10 a 14 Hz. O conjunto de células ciliadas presentes na superficie epitelial do
trato respiratério, é responsavel pela motilidade do aparelho mucociliar.

Os cilios sao prolongamentos citoplasmaticos com estrutura definida no
qual o motor € um axonema de tubulina. O axonema de um cilio consiste em
nove pares de microtubulos periféricos que circundam um par de microtubulos
central. Os micrutubulos sao formados por heterodimeros de dineina e tubulina
e secundariamente por outras proteinas que se associam através de ligacdes

radiais e circunferenciais, possibilitando o movimento ciliar.
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Cilios

Corpusculos basais

Complexo
juncional

Mitocondrias

Figura 3. Elétron-micrografia de células ciliadas. Observe os microtibulos dos cilios
cortados transversal e obliquamente. No apice das células, os corpusculos basais,
estruturas em forma de U, onde se inserem os cilios. Abaixo, um acumulo de mitocondrias.
As setas indicam um complexo juncional entre duas células vizinhas. Aumento de
aproximadamente 10 000 x

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2010.

3.4.3 Acoplamento Mucociliar

O TMC é realizado gragas a interagao entre o batimento do cilio e o

filme de muco que reveste o epitélio respiratério.
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Essa interagdo comeca na disposicdo do muco. A camada sol situa-se
préxima ao epitélio e possui uma altura proxima a do comprimento dos cilios;
a camada gel se localiza acima dessa camada e corresponde ao muco

transportado em diregéo a orofaringe.

—— Direcgédo orofaringe

Camada
Gel
l Zona de
Penetracao
Camada
Sol

T

Figura 4. Desenho esquematico do TMC com apresentagao das camadas de muco (gel e
sol), cilios, zona de penetragéo dos cilios na camada gel do muco, e diregdo do movimento
ciliar para regido de orofaringe

Fonte: Nakagawa et al.,1997.

O ciclo de batimento ciliar € dividido em duas fases: batimento efetivo
e recuperagao. Durante o batimento efetivo, o cilio se estende e penetra
parcialmente na epifase gel seguindo rapido e perpendicularmente para a
superficie celular. Neste momento, descreve um arco que proporciona o

estimulo mecanico para a movimentacdo da camada de muco sentido a
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orofaringe. Na recuperagao, o cilio dobra-se lateralmente voltando a sua
posicao original pela fase. Na fase de recuperagao, sua velocidade é duas
vezes menor que a do batimento efetivo, além disso, ndo entra em contato
com a epifase gel, diminuindo ao maximo o movimento retrégrado do muco
(Sartir e Sleigh, 1990).

O batimento ciliar € influenciado pelas propriedades gerais do muco.
Alem disso, contato ideal dos cilios com a superficie sol e gel &€ fundamental

para a eficiéncia do aparelho mucociliar.

3.4.4 Transplante Pulmonar e Depuragao Mucociliar

A lesdo decorrente da secgédo e anastomose bronquica tem um papel
importante no quadro geral de complicagdes pds-operatdrias. Um grande
problema apds o TP esta relacionado a cicatrizacdo bronquial deficiente,
provocando estenose e deiscéncia (Samano et al., 2009). Além disso, a
depuragédo mucociliar esta prejudicada. Sabe-se que esses problemas estao
relacionados a uma combinagcdo de multiplos fatores (Lima et al., 1982;
Novick et al., 1991; Veale et al., 1993).

Arumugan et al (1971), observaram o efeito de esterdides e
azatioprina sobre a cicatrizacdo da pele abdominal. Eles avaliaram
parametros como a forca tensil de ruptura e o conteudo de hidroxiprolina nas
cicatrizes e observaram que a azatioprina isoladamente ou associada a
prednisolona n&o exerce efeito inibitdério na cicatrizagdo. Lima et al (1981),

estudaram a cicatrizacao brénquica e da pele abdominal em caes submetidos
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ao autotransplante com e sem terapia imunossupressora com metiprednisolona
e azatioprina durante 23 dias. Observaram que a cicatrizag&o foi prejudicada
no grupo submetido a imunossupressdo e que a incidéncia de ruptura e
necrose brénquica foi superior nesses animais. Outro estudo avaliou a agao
da ciclosporina na cicatrizagdo do brénquio e ndo encontrou diferengca na
forga tensil de ruptura dos animais tratados em relagdo aos nao tratados
(Arumugan e Nimmant, 1971). Auteri et al.(1992), ndo observaram prejuizo
na cicatrizacdo brénquica de animais tratados com prednisona durante 28
dias pos-cirurgico. Estudos mostram que apenas altas doses de prednisona
podem influenciar na cicatrizacdo brénquica (Orens et al.,, 2006).
Esses autores sugerem que a terapia com prednisona ndo € uma
contraindicagdo ao transplante (Auteri et al., 1992; Orens et al., 2006).
McAnally et al (1998), avaliaram os riscos da utilizagdo de prednisona em
pacientes transplantados e mostraram que os indices de sobrevida foram
muito melhores nos pacientes que receberam doses < 0,42mg/kg/m2 por dia
(LD) do que os que receberam doses > 0,42 mg/kg/m2 por dia (HD).
As mortes no periodo pos-operatorio podem ter sido induzidas pelos
esterdides por complicagdes como baixa cicatrizacao e infecgoes.

Os mecanismos envolvidos no prejuizo da depuragdo mucociliar
apos o transplante podem estar relacionados a diversos fatores, como o
trauma cirurgico, a desnervagdo e desvascularizagdo brdénquica.
(Tomkiewicz et al., 1995; Shankar et al., 1991; Samano et al., 2009).

Com relagdo a terapia imunossupressora, sabemos que tanto a

azatioprina quanto a ciclosporina prejudicam a fungdo mucociliar.
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No entanto, s&do escassos trabalhos relacionados aos efeitos dos
corticosterdides sistémicos na depuragdo mucociliar. Investigagdes in vitro
que avaliaram a influéncia de corticdides tdépicos como a budesonida,
revelaram diminuicdo na frequéncia do batimento ciliar na mucosa respiratoria
de animais tratados (Duchateau et al., 1986; Hofmann et al., 1998).

Nao encontramos trabalhos recentes sobre o tema.



4 METODOS
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O presente estudo teve aprovacdo da Comissdo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Os animais utilizados nos experimentos foram fornecidos pelo biotério
central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).
Todo o protocolo pratico foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em
Cirurgia Toracica da FMUSP — LIM 61.

Foi realizado um estudo experimental, controlado, randomizado e cego,
onde foram comparados grupos expostos a trés diferentes doses de
prednisona, com ou sem cirurgia de secgdo e anastomose bronquica.
O epitélio respiratorio foi avaliado através das seguintes variaveis:
frequéncia de batimento ciliar, transportabilidade do muco e velocidade de

transporte mucociliar.

4.1 Grupos Experimentais

Foram utilizados 180 ratos machos, Wistar, com peso médio de 300g.
Os animais receberam agua e racao balanceada ad libitum. O protocolo foi
baseado nos principios éticos da experimentagdo animal segundo as normas

internacionais vigentes que regem sua utilizagdo na pesquisa cientifica.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos
experimentais:
- Grupo Sal (Grupo Salina; n=30)
Os animais receberam diariamente, por gavagem, volume
correspondente a 2,5 ml/kg/dia de Solucédo de Cloreto de Sédio a
0,9% durante 30 dias. O grupo foi dividido em trés subgrupos
(n=10), de acordo com o periodo de terapia (7, 15 e 30 dias), apos

o qual os animais foram sacrificados.

- Grupo P1 (Grupo Prednisona 0,625mg/kg; n=30)
Os animais receberam prednisona (Meticorten®, Industria Quimica
e Farmacéutica Schering-Plough S/A - Rio de Janeiro - RJ)
diariamente, por gavagem, na dose de 0,625 mg/kg/dia. O grupo foi
dividido em trés subgrupos (n=10), de acordo com o periodo de

terapia (7, 15 e 30 dias), apds o qual os animais foram sacrificados.

- Grupo P2 (Grupo Prednisona 1,25mg/kg; n=30)
Os animais receberam prednisona diariamente, por gavagem, na
dose de 1,25 mg/kg/dia. O grupo foi dividido em trés subgrupos
(n=10), de acordo com o periodo de terapia (7, 15 e 30 dias), apos

o qual os animais foram sacrificados.

- Grupo P3 (Grupo Prednisona 2,5mg/kg; n=30)
Os animais receberam prednisona diariamente, por gavagem, na
dose de 2,5 mg/kg/dia. O grupo foi dividido em trés subgrupos
(n=10), de acordo com o periodo de terapia (7, 15 e 30 dias), apos

o qual os animais foram sacrificados.
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- Grupo SalSc (Grupo Seccgao Brénquica + Solugao Fisiologica; n=30)
Apos a cirurgia de secgao e anastomose brénquica, os animais
receberam volume correspondente a 2,5 ml/kg/dia de Solugédo de
Cloreto de Sddio a 0,9% durante 30 dias. O grupo foi dividido em
trés subgrupos (n=10), de acordo com o periodo de terapia (7, 15 e

30 dias), apos o qual os animais foram sacrificados.

- Grupo P2Sc (Grupo Secgédo Brénquica + Prednisona 1,25mg/kg;
n=30)
Apos a cirurgia de secgado e anastomose brdonquica, os animais
receberam prednisona diariamente, por gavagem, na dose de
1,25 mg/kg/dia. O grupo foi dividido em trés subgrupos (n=10), de
acordo com o periodo de terapia (7, 15 e 30 dias), apds o qual os

animais foram sacrificados.

411 Formacgao das chaves de comparagao intergrupos

Para alcancar os dois objetivos propostos neste trabalho formamos
duas chaves para comparagdo dos grupos experimentais descritos acima.
Com intuito de responder sobre os efeitos apenas da droga sobre a
depuracdo mucociliar, realizamos a analise estatistica comparativa entre os
grupos P1, P2, P3 e Sal. Para avaliar a possivel interagdo da droga com o

procedimento cirurgico comparamos os grupos ScP2, ScSal e P2.
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4.2 Gavagem

Os animais foram sedados em camara contendo anestésico inalatério
isoflurano (Isothane, Baxter). A solugdo para administragcao foi preparada
pela dissolucdo e homogeneizacdo de um comprimido de Prednisona de
5 mg em 10 ml de Solugéo de Cloreto de Sodio a 0,9%, o que resultou em
uma dose-volume de 1,25 ml/kg/dia para o grupo P1, 2,5 ml/kg/dia para os
grupos P2 e ScP e 5 ml/kg/dia para o grupo P3. Os animais do grupo Sal
receberam diariamente o volume correspondente a 2,5 ml/kg/dia de Solug&o
de Cloreto de Sdédio a 0,9%. A gavagem foi realizada por via orogastrica

através de cateter de polietileno, numero 7.

4.3 Seccao e Anastomose Bronquica

Os animais foram sedados em camara contendo anestésico inalatorio
isoflurano (Isothane, Baxter), e intubados com cateter de polietileno 14-G de
7,0 cm de comprimento. A intubagao orotraqueal foi realizada com auxilio de
laringoscopio pediatrico com lamina adaptada para o uso em pequenos
animais. O cateter foi conectado a um ventilador mecéanico (Harvard
Apparatus, modelo 683), com volume corrente de 10 ml/kg de peso corporal
e frequéncia de 70 ciclos por minuto.

Com o animal posicionado em decubito lateral direito, realizou-se a
assepsia e a tricotomia da regido toracica esquerda e a abertura da caixa

toracica através de toracotomia esquerda de aproximadamente 3,0 cm no
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quinto espaco intercostal. Para o procedimento de secgdo e anastomose
brénquica utilizamos um microscépio estereoscopico trinocular com aumento
de 6X (Olympus — SZ61).

O brénquio esquerdo foi isolado da artéria e veia pulmonares através

de dissecacao e ligado na extremidade proximal, junto a carina, utilizando-se

fio de algodao 2-0.

Figura 5. Dissecagéo do brénquio e ligadura com fio de algodao

Em seguida, o brénquio foi seccionado no seu didametro total, préximo a
ligadura, e a anastomose brénquica realizada com suturas continuas, usando

fio de polipropileno 8-0, tanto na por¢ao cartilaginosa quanto na membranosa.

Figura 6. Anastomose do Brénquio esquerdo. Aumento de 8 X. PM = por¢gdo membranosa
CP = coto proximal; CD = coto distal
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Finalizada a anastomose, a ligadura brénquica foi retirada,
restabelecendo o suprimento de ar para o pulmdo esquerdo e a ferida
cirurgica foi submetida a sintese em trés planos: intercostal, muscular e
cutaneo. O toérax foi drenado por meio de um cateter 19-G, mantido até a
retirada total das secre¢des resultantes do ato cirurgico.

O aporte anestésico foi interrompido e o animal mantido sob ventilagéo
mecanica, com administracdo de oxigénio puro, até apresentar sinais de

movimento respiratorio espontaneo, sendo entéo, retirado o tubo traqueal.

4.4 Sacrificio

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (THIOPENTAX,
0,5g, CRISTALIA®) e sacrificados pelo método de exangiiinacéo, através da

secc¢ao da aorta abdominal.

4.5 Transportabilidade do muco in vitro

4.51 Coleta

Apds o sacrificio, os pulmdes foram retirados com subsequente
dissecacgao das vias aéreas superiores. As amostras de muco foram coletadas

com auxilio de um pincel de pélos macios (Tigre®, no 02) (Figura 7).
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Figura 7. Coleta de amostra de muco do brénquio

O pincel foi posicionado nos brdonquios principais através de uma
pequena abertura feita na porcao cartilaginosa do mesmo. O muco aderido
ao pincel foi colocado sobre uma lamina histolégica contendo éleo mineral e
em seguida transferido para um tubo tipo eppendorf . As amostras foram

mantidas sob refrigeragdo a -70° C até a data da analise.

4.5.2 Analise

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

A ra (Rana catesbeiana) foi anestesiada através de hipotermia
induzida em camara contendo gelo triturado. Apés 50 minutos foram

realizados testes para verificacdo de reflexo. Caso o animal nao
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respondesse, ele era decapitado com auxilio de uma guilhotina propria para
sacrificio de animais de experimentacdo. Em seguida o palato foi retirado
através de dissecagao, tomando-se o devido cuidado para nao danificar a
superficie epitelial.

O palato permaneceu por 48 horas sob refrigeragdo a 4°C para que o
muco da r& se esgotasse pela acdo de seu proprio aparelho ciliar.
Uma pequena quantidade de muco foi coletada e armazenada para servir
como 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. Tal umidade foi garantida pela vaporizagao
uma solugédo de Ringer em agua destilada (1:1) (73,8 mEg/l Na+, 2mEq/l K+,
2,3 mEqg/l Ca+2 e 78 mEq/l Cl-) com auxilio de um nebulizador ultrassénico
(mod. US-800, ICEL®).

Para iniciar as medidas, uma pequena aliquota (cerca de 5pl) da
amostra de muco estocada em O6leo mineral era isolada e mergulhada
rapidamente num recipiente contendo éter de petrdleo com o objetivo de
remover o 6leo ao muco aderido. A aliquota de muco foi colocada sobre o
epitélio ciliado da regidao anterior do palato da rd e, durante o seu
deslocamento em dire¢do a regidao posterior, foi cronometrado o tempo gasto
para o muco percorrer a distancia de 6 mm.

A medida foi feita através da observagédo do conjunto por meio de um

estereomicroscopio (Zeiss), posicionado sobre a tampa da cémara de
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acrilico, composto por uma ocular reticulada. O aumento utilizado foi de 8x

(Figuras 8 € 9).

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

Figura 9. Representacéo do palato de ra sendo visualizada através de ocular reticulada
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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 feita a medida da
transportabilidade do muco da prépria ra.

A velocidade do deslocamento (transportabilidade) das amostras de
muco dos ratos (a) foi comparada com a do muco da proépria réa (b), sendo,

assim, expressa como velocidade relativa (c). Assim, temos: ¢ = b/a.

4.6 Frequéncia de Batimento Ciliar in situ

Realizamos a abertura total das vias aéreas superiores, através de
um corte longitudinal no angulo de contato entre as porgdes cartilaginosa e
membranosa, para exposicao do epitélio ciliado.

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

Um estroboscopio (Machine Vision Strobe, mod.5000, U.S.A.),
adaptado com fibra 6ptica, colocado em frente ao epitélio ciliado, emitiu

“flashes” a uma frequéncia constante conhecida (Figura 6)
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Figura 10. Equipamentos utilizados para medida da freqiiéncia de batimento ciliar e da
velocidade de transporte mucociliar. CF = camera filmadora; ES = estroboscépio; FO = fibra
optica; MF = monitor de frequiiéncia; MI = monitor de imagem; MO = microscopio 6ptico; OR
= ocular reticulada

Ao mesmo tempo em que se observa a imagem do epitélio ciliado
gerada no monitor, diminui-se a frequéncia da Iluz emitida pelo
estroboscoépio, até o momento em que n&o € mais possivel a percepc¢ao dos
movimentos ciliares. Neste ponto, o mesmo valor da freqténcia do

estroboscoépio, registrado no monitor, é atribuido ao batimento ciliar.

4.7 Velocidade de Transporte Mucociliar in situ

A Velocidade de Transporte Mucociliar in situ foi medida através da
observacao direta de particulas aderidas ao muco do epitélio ciliado brénquico.
A observagao foi feita com o auxilio de um microscopio 6ptico

(Olympus BX50), equipado com ocular reticulada, sob aumento de 100x.



Métodos 45

A velocidade de deslocamento das particulas aderidas ao muco, ao longo do
epitélio ciliado bronquico, foi cronometrada e registrada como a distancia

que a particula percorreu num determinado intervalo de tempo (mm/min).

4.8 Analise estatistica

Utilizamos a anélise de variancia de duplo fator (Droga e tempo) e de
triplo fator (Droga, tempo e cirurgia) para verificar a interferéncia dos fatores
analisados sobre a variaveis dependentes, bem como uma possivel
interagdo entre eles, seguido do teste post hoc de Bonferroni para as
comparagdes multiplas entre os grupos. A normalidade e a homogeneidade
de variancias foram avaliadas nos grupos, respectivamente com o teste de
Kolmogorov-Smirnov com correcédo de Lilliefors (p>0,05 para todos os
grupos) e com o teste de Levene (p> 0,05). As analises estatisticas
descritivas e inferenciais foram executadas com o software SPSS versao 13

(SPSS 13.0 for Windows).
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A apresentacao dos resultados esta dividida em duas etapas:

Etapa I:

Efeitos da terapia com prednisona na depuragao mucociliar:

Para avaliar os efeitos das diferentes doses de prednisona na
depuragdo mucociliar comparamos os resultados dos grupos P1,
P2, P3 e Sal. Os resultados estdo representados em graficos de

meédia e desvio padrao.

. Efeitos da secg¢ao e anastomose brénquica associada a terapia

com prednisona:

Para avaliar os efeitos da interacdo entre a lesdo por seccgao e
anastomose brénquica e a terapia com prednisona na depuragao
mucociliar comparamos os resultados dos grupos SalSc, P2Sc, P2
e Sal. Os resultados estao representados em graficos de média e

desvio padrao.

A analise das medidas de Frequéncia de Batimento Ciliar (FBC)

mostrou pouca variagdo entre os grupos tanto para a dose quanto para o

periodo de tratamento, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre

estes (p=

0,089 e p=0,175 respectivamente).
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Tabela 3. Média e desvio-padrao da FBC (Hz) dos grupos submetidos ou ndo a

terapia com Prednisona

Tempo
Droga 7 dias 15 dias 30 dias Geral Grupos
P1 9,39 + 1,06 10,00 + 0,66 9,76 + 1,35 9,71 + 1,04
P2 8,38 + 1,08 9,49 + 1,01 9,72 + 0,96 9,18 + 1,15
P3 9,38 + 1,04 8,71+ 1,34 9,38 + 0,95 9,16 + 1,13
Sal 9,57 + 0,54 9,65 + 0,65 9,56 + 1,14 9,59 + 0,81
Geral Tempos 9,17 + 1,04 9,46 + 1,05 9,60 + 1,07

Tabela 4. Média e desvio-padrdao da VTMC (mm/min) dos grupos submetidos ou

nao a terapia com Prednisona

Tempo
Droga 7 dias 15 dias 30 dias Geral Grupos
P1 0,57 + 0,13 0,64 +0,18 0,58 + 0,10 0,60 + 0,14
P2 0,53 + 0,08 0,67 + 0,11 0,57 + 0,15 0,59 + 0,13
P3 0,48 + 0,29 0,54 + 0,10 0,53 + 0,16 0,51 +0,19
Sal 0,62 + 0,07 0,61 + 0,07 0,61+0,10 0,61+ 0,08
Geral Tempos 0,55 + 0,17 0,61+0,13 0,57 + 0,13

Com

relacdco a VTMC,

observamos que o grupo P3 difere

significativamente do grupo P1 (p=0,048) e do grupo Sal (p=0,007).
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No entanto, o grupo P3 ndo apresentou diferenga (p=0,066) quando
comparado ao grupo P2 (Grafico 1). As demais comparagdes entre grupos
ndo apresentaram diferenga significativa (p=1,00). Os dados também
mostram que nao houve diferenca em relagao aos tempos analisados 7, 15 e

30 dias (p=0,095).

Grafico 1. Velocidade de Transporte Mucociliar dos animais tratados com diferentes
doses de prednisona P1, P2, P3 ou com solugao fisiolégica 0,9%. O grupo P3
apresentou diferenga estatistica quando comparados aos grupos P1 (p=0,048%) e
Sal (p=0,007#)
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Os grupos submetidos a terapia com prednisona, independente da
dose utilizada apresentaram prejuizo na transportabilidade mucociliar

quando comparados ao grupo Sal (Grafico 2). O grupo salina diferiu
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significativamente do grupo P1 (p=0,02), P1 (p=0,02) e P3 (p=0,03). O

tempo de terapia nao influenciou a TM (p=0,719).

Grafico 2. Transportabilidade do muco dos animais tratados com diferentes doses de
prednisona P1, P2, P3 ou com solugéo fisiolégica 0,9% Grupo Sal. Os animais tratados

com prednisona mostraram redugéo significativa de TM (*p<0,03 vs Grupo Sal)
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Nao houve interacdo entre a terapia utilizada e o periodo de
tratamento para as trés variaveis utilizadas: FBC, VTMC e TM (p=0,10;

p=0,71 e p=0,64 respectivamente).
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Etapa ll:

Os animais submetidos a secgdo e anastomose brdnquica tiveram
reducao significativa da FBC apds 7 e 15 dias do procedimento cirurgico
(p<0,001). Observamos a recuperagao deste parametro apos 30 dias

(Grafico 3).

Grafico 3. Freqléncia de batimento dos grupos submetidos a cirurgia de secgéao e
anastomose brénquica e dos nao submetidos a cirurgia. Os animais do grupo SalSc
mostraram redugao significativa de FBC nos grupos avaliados apés 7 e 15 dias
(* p< 0,001) quando comparados com o grupo Sal. Os animais submetidos a
cirurgia de secgao e anastomose bronquica apresentaram diferenga entre si ( # vs
SalSc 30 dias). Os grupos avaliados apds 30 dias nao apresentaram diferenca
estatistica entre si
Influéncia da cirurgia de secg¢ao e anastomose bronquica
Frequéncia de Batimento Ciliar
12 q * *
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Os grupos SalSc e P2Sc nao apresentaram diferenca estatistica entre
si quanto a FBC (p=0,84), mas tiveram prejuizo nessa variavel em relagao

ao grupo P2 (p< 0,001), como podemos observar no grafico 4.

Grafico 4. Freqléncia de batimento ciliar dos grupos submetidos a cirurgia de
secgao e anastomose bronquica e ao tratamento com prednisona. Houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (* vs Grupo P2, p< 0,001)

Influéncia da Cirurgia e Prednisona
Frequéncia de Batimento Ciliar
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Tabela 5. Média e desvio-padrao do FBC (Hertz) dos grupos submetidos ou ndo a

cirurgia de secg¢ao e anastomose bronquica

Cirurgia Tempo Média dp Minimo Maximo
7 dias 6,57 1,44 5,21 9,30
P2Sc 15 dias 6,65 1,30 5,30 9,14
30 dias 8,77 0,84 7,11 10,06
7 dias 8,38 1,08 6,54 9,68
P2 15 dias 9,49 1,01 8,14 11,00
30 dias 9,72 0,96 7,51 10,80
7 dias 7,93 0,57 7,12 8,82
SalSc 15 dias 6,99 0,46 6,21 7,50
30 dias 8,07 0,91 6,55 9,41
7 dias 9,57 0,54 9,02 10,56
Sal 15 dias 9,65 0,65 9,10 10,88
30 dias 9,56 1,14 8,24 11,45
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Na avaliacdo da VTMC, observamos que animais do grupo SalSc
mostraram reducgao significativa nos grupos avaliados ap6s 7 e 15 dias
(p< 0,001) quando comparados com o grupo Sal; ja os grupos avaliados
apos 30 dias nao apresentaram diferencga significativa (p=0,139). Na cirurgia,
observamos que o0s animais avaliados apos 7 e 15 dias apresentaram
diferenca estatistica significativa (p< 0,001) em relacdo aos animais

avaliados ap6s 30 dias (Grafico 5).

Grafico 5. Velocidade de Transporte dos grupos submetidos a cirurgia de secgao e
anastomose brénquica e dos nao submetidos a cirurgia. Os animais do grupo SalSc
mostraram reduc¢ao significativa de VTMC nos grupos avaliados apés 7 e 15 dias (*
p< 0,001) quando comparados com o grupo Sal. Os grupos avaliados apds 30 dias
nao apresentaram diferenca estatistica entre si. Os grupos SalSc -7 e 15 dias
apresentaram menor VTMC comparados ao grupo SalSc-30 dias (# Vs SalSc -
30dias, p< 0,001)

Influéncia da cirurgia de sec¢ao e anastomose brénquica
Velocidade de transporte mucociliar "in situ”
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Tabela 6. Média e desvio-padrdo do VTMC (mm/min) dos grupos submetidos ou

nao a cirurgia de secgao e anastomose brénquica

Grupo Tempo Média dp Minimo Maximo
7 dias 0,27 0,07 0,19 0,42
P2Sc 15 dias 0,30 0,13 0,12 0,55
30 dias 0,52 0,18 0,32 0,94
7 dias 0,53 0,08 0,45 0,67
P2 15 dias 0,67 0,11 0,52 0,90
30 dias 0,57 0,15 0,25 0,75
7 dias 0,30 0,02 0,28 0,33
SalSc 15 dias 0,29 0,03 0,26 0,34
30 dias 0,54 0,10 0,41 0,70
7 dias 0,62 0,07 0,53 0,72
Sal 15 dias 0,61 0,07 0,49 0,70
30 dias 0,61 0,10 0,44 0,83
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Nos grupos SalSc e P2Sc a VTMC foi menor apds 7 e 15 da cirurgia

(p< 0,05) comparado aos animais de 30 dias (Grafico 6).

Grafico 6. Velocidade de transporte mucociliar dos grupos submetidos a cirurgia de
secgao e anastomose bronquica e ao tratamento com prednisona. Houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (*vs Grupo P2, p< 0,001)
Influéncia da Cirurgia e Prednisona
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Tabela 7. Média e desvio-padrdo da TM dos grupos submetidos ou ndo a cirurgia

de seccao e anastomose brénquica

Cirurgia Tempo Média dp Minimo Maximo
7 dias 0,64 0,12 0,44 0,84
P2Sc 15 dias 0,80 0,17 0,56 1,08
30 dias 0,65 0,15 0,47 0,84
7 dias 0,83 0,15 0,59 1,03
P2 15 dias 0,84 0,16 0,62 1,04
30 dias 0,68 0,21 0,23 1,00
7 dias 0,58 0,06 0,52 0,68
SalSc 15 dias 0,58 0,06 0,52 0,68
30 dias 0,54 0,06 0,45 0,68
7 dias 0,94 0,03 0,91 1,01
Sal 15 dias 0,94 0,04 0,89 1,01
30 dias 0,92 0,20 0,56 1,22
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A TM foi prejudicada nos grupos submetidos a cirurgia de secgao e
anastomose brénquica em todos os periodos (p< 0,001), como representado

no Grafico 7.

Grafico 7. Transportabilidade do muco dos grupos submetidos a cirurgia de secgao
e anastomose brénquica e dos ndo submetidos a cirurgia. Os animais do grupo
SalSc mostraram reducgao significativa de TM em todos os periodos avaliados (*

p<0,001) quando comparados com o grupo Sal
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O grupo P2Sc apresentou menor TM em relagéao a P2 (p= 0,02) e maior
TM em relagdo a SalSc (Grafico 8). Nao houve interagcao entre a droga,

cirurgia e o tempo (p=0,3346).
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Grafico 8. Transportabilidade do muco “in vitro” dos grupos submetidos a cirurgia
de secgdo e anastomose bronquica e ao tratamento com prednisona. O grupo P2Sc
apresentou diferenca significativa em relagéo aos grupos P2 e SalSc (* p< 0,001 e *
P=0,02)
Influéncia da Cirurgia e Prednisona
Transportabilidade do muco "in vitro"
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Durante a respiragdo normal, o ar inalado carrega grande quantidade
de microorganismos, material particulado e outros poluentes para os
pulmbes, sendo que parte destes agentes se deposita nas vias aéreas
aderindo ao muco que recobre seu epitélio. A remogdo desses agentes
ocorre através do TMC para a regido de orofaringe onde serédo deglutidos ou
expectorados. A depuragdo mucociliar estd prejudicada em diversas
condicdes respiratdorias como em pacientes com bronquiolite crbnica, fibrose
cistica e asma (Barroso et al., 1992; Alegra et al., 1989, Wagner e Headley,
2003; Bush et al., 2006). Além disso, as drogas administradas nesses casos
podem influenciar o transporte mucociliar (Aquino, 2009).

Nosso estudo avaliou a influéncia da prednisona na depuragao
mucociliar assim como a agao conjunta desta droga com o procedimento
de seccdo e anastomose brénquica. A prednisona foi escolhida por ser
amplamente usada em pacientes receptores de pulmdes. A via de
administracao, frequentemente utilizada em transplantados é a oral.
A dosagem intermediaria foi baseada na literatura disponivel
(McAnally et al., 2006' Silva 2008).

Foram analisadas trés variaveis relacionadas a depuracao
mucociliar capazes de demonstrar caracteristicas importantes para a
efetividade desse sistema: a transportabilidade do muco, a freqiéncia de
batimento ciliar e a velocidade de transporte mucociliar (Macchione et al., 1995;

Trindade et al., 2007).
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Transportabilidade do muco

A transportabilidade do muco é uma caracteristica diretamente
relacionada a composigao quimica deste. Esta composi¢cédo garante a ele um
componente elastico e deformavel, importante para seu deslocamento diante
da energia transmitida pelo batimento ciliar. Alteragdes na composigdo do
muco podem influenciar de maneira importante a transportabilidade, a
efetividade do batimento ciliar e consequentemente a depuragao mucociliar
(Albertini-Yagi, 2005).

O epitélio de palato de ra, utilizado como modelo de analise para o
presente trabalho, apresenta varias caracteristicas em comum com o epitélio
pseudoestratificado das vias aéreas de mamiferos constituindo um modelo
confiavel nos estudos de transportabilidade de muco (Saldiva, 1990,
Albertini Yagi et al., 2005; Trindade et al.,2007). Os experimentos foram
realizados a temperatura de 20°C e os palatos mantidos em uma camara
acrilica com 100% de umidade. Com estas condigbes controladas, a
preparacdo do palato de rd é considerada ideal tendo como variaveis
relevantes apenas as propriedades fisicas do muco (Rubin et al., 1990)

As amostras de muco foram estocadas em éleo mineral até o momento
da analise quando eram mergulhadas rapidamente num recipiente contendo
eter de petroleo. O éter foi utilizado com o objetivo de remover o 6leo ao muco
aderido. Rubin et al. (1990) demonstraram que este procedimento ndo altera a
transportabilidade e as caracteristicas quimicas do muco.

Observamos que a prednisona interfere na qualidade do muco

diminuindo sua transportabilidade. Este resultado foi observado para todas
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as dosagens estudadas sem diferenga estatistica entre elas. Tal fato
demonstra que a prednisona altera as caracteristicas do muco mesmo
quando administrada em baixas dosagens.

Sabemos que a prednisona diminui a expressao de genes relacionados
a producdo de proteinas presentes no muco (Marom et al., 1984).
Estudos experimentais mostraram que a terapia com corticoides, como a
betametasona, pode suprimir a produ¢cdo de muco inibindo diretamente as
células caliciformes e também pode reduzir as citocinas pro-inflamatérias
que estimulam a produgcdo de muco (Kai et al.,1996; Lu et al., 2005).
A alteragdo na produgao de proteinas modifica as caracteristicas do muco e
esta diretamente relacionada ao prejuizo de sua transportabilidade.

A concentracdo de mucinas ou glicoproteinas do muco como a
fucose (produzidas pelas glandulas submucosas e células caliciformes) e da
IgG, (parte de producéo local e outra da porgédo sérica), parecem ser o
principal fator determinante tanto da viscosidade quanto da elasticidade de
amostras do muco ( Majima et al., 1999).

Estudos relatam a diminuigdo na producdo de mucinas e melhora na
transportabilidade mucociliar de asmaticos apos tratamento com corticoides.
Tais resultados séo justificaveis visto que os modelos animais de inflamagao
apresentam hipersecrecdo de muco com diminuicdo da transportabilidade
deste (Schuhl et al., 1990; Fraser et al,1999). Apesar de ndo se conhecer
exatamente os mecanismos, sabe-se que a IgG aumenta a viscoelasticidade
do muco. Desta forma, o controle de processos inflamatérios diminui a

viscoelasticidade em resposta a queda dos niveis de IgG no muco (Majima
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et al.,1999). Nesses casos, é compreensivel a melhora dessa variavel na
medida em que a prednisona melhora a condigdo inflamatéria geral do
paciente. Ja o nosso estudo utilizou animais livres de doengas, cuja unica
condicdo era a terapia diaria com o corticoide; nesse caso 0 medicamento
prejudicou a transportabilidade do muco.

Um dos nossos objetivos, além de verificar a influéncia da prednisona
na transportabilidade do muco, foi o de avaliar a associagdo dessa droga a
lesdo cirurgica poOs-secgdo e anastomose bronquica. Para poder fazer
comparagdes multiplas envolvendo animais submetidos a essa associagéo e
aos submetidos apenas ao procedimento cirurgico, inserimos no estudo o
grupo ScSal (submetidos a cirurgia de sec¢do e tratado com solugao
fisiologica). Diversos trabalhos na literatura ja avaliaram caracteristicas da
depuragdo mucociliar em animais submetidos a cirurgia de secgao e
anastomose bronquica. No entanto, era metodologicamente necessaria a
inser¢cdo deste grupo no nosso desenho de estudo para tornar nossas
comparagdes mais consistentes.

Observamos a diminuicdo da transportabilidade do muco apds a
cirurgia de secgédo e anastomose brdénquica nos trés periodos estudados 7,
15 e 30 dias. Em estudo prévio, que avaliou os efeitos da cirurgia de secgao
e anastomose brénquica unilateral na transportabilidade do muco, nao
verificou alteragbes nesse parametro (Rivero et al., 2001). No entanto, tal
estudo apresentou metodologia diferente da nossa, ja que utilizou o brénquio
contralateral como controle, ou seja, a cirurgia era feita no brdonquio

esquerdo e o bronquio direito era utilizado como controle. No presente
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trabalho utilizamos um animal sem intervengao cirurgica como controle, pois
consideramos que apesar da lesdo ter sido provocada no brénquio
esquerdo, um processo inflamatério difuso pode influenciar a produgao e
consequentemente a transportabilidade do muco contralateral. Acreditamos
que a diferengca metodoldgica justifica a diferenga nos resultados obtidos.

Verificamos que a terapia com prednisona, apds a cirurgia de secgao
e anastomose brénquica, melhora a transportabilidade do muco quando
comparamos esses animais aos do grupo submetido apenas ao
procedimento cirurgico. Tal resultado reforca a idéia de que, em situagdes
onde o processo inflamatério é ativado, a prednisona altera a qualidade do
muco melhorando sua transportabilidade. Além disso, a prednisona melhora
o circulagdo brénquica pods transplante. Inui et al. (1993), estudou a
circulagao brénquica de animais transplantados submetidos a um protocolo
imunossupressor (azatioprina e ciclosporina) acrescido ou ndo de
prednisolona e verificou melhora do fluxo sanguineo e diminuigcdo da
isquemia brénquica no grupo que recebeu o corticoide.

Por outro lado, essa variavel ainda permaneceu inferior em relagao as
do grupo submetido a terapia com salina (Sal) ou mesmo com prednisona (P2).

A grande dificuldade no estudo do muco respiratorio é a falta de
métodos simples e pouco invasivos que proporcionem a obtencado de
quantidades suficientes das secre¢des respiratorias. No inicio do estudo
planejamos a realizacdo de metodologia para caracterizagdo das
propriedades reologicas do muco através da medida do angulo de contato

muco/superficie. No entanto, ndo foi possivel sua realizagdo dada a
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pequena quantidade de muco possivel de ser coletada de ratos.
O laboratério também dispde de um viscosimetro, mas que no estudo com
ratos também tem sua utilizacdo limitada pela pouca quantidade de muco
disponivel. Tais técnicas poderiam elucidar com mais detalhes as
mudancgas verificadas na transportabilidade do muco, no entanto, sé
poderiam ser utilizadas se o modelo animal utilizado fosse maior, o que
certamente aumentaria as dificuldades de execugcdo e o0s recursos
necessarios para o desenvolvimento do protocolo. Uma possibilidade
futura de estudos na area € o emprego dessas técnicas em amostras de
muco de pacientes usuarios da corticoterapia ou mesmo de transplantados
para avaliacdo do muco por eles produzido e estabelecer assim um
paralelo com a depuragao mucociliar e os quadros de infeccdo observados

nestes pacientes.

Frequéncia de batimento ciliar

O batimento ciliar deve apresentar uma frequéncia adequada e
sequéncia coordenada, produzindo uma onda, cujo mecanismo de controle
permanece desconhecido. Alteracbes na frequéncia de batimento ciliar
podem refletir problemas na ultra-estrutura dos cilios, como auséncia dos
bracos internos ou externos de dineina, delecido ou transposi¢cao de pares de
microtubulos centrais ou periféricos (Chilvers et al., 2003). Esta frequéncia
também depende das propriedades viscoelasticas e de transporte do muco

respiratorio.
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N&o observamos diferenga entre os grupos tratados com prednisona nos
periodos estudados, o que indica que a prednisona nao altera a frequéncia de
batimento ciliar. Nao encontramos na literatura trabalhos que avaliem a acéo da
prednisona de uso sistémico na frequéncia de batimento ciliar.

Investigagdes in vitro, que avaliaram a influéncia de corticosterdides
tépicos como a budesonida, revelaram diminuigdo na frequéncia do
batimento ciliar na mucosa respiratoria de animais tratados (Duchateau et
al., 1986; Hofmann., 1998). No entanto, tais estudos sugerem que os danos
causados ao sistema mucociliar estdo mais relacionados as solugdes de
preservagao destes medicamentos, como o cloreto de benzalconio, do que
propriamente aos corticosteroides (Braat et al., 1995; Berg et al.,1997).
Klossek et al. (2001) realizaram um estudo prospectivo abordando o efeito
do acetonido de triancilonona (corticéide sintético), utilizado por periodo
prolongado, ndo revelando comprometimento da fungéo ciliar de pacientes
com rinite alérgica.

Com relagdo a cirurgia de secgdo e anastomose brbénquica,
observamos reducdo da frequéncia de batimento ciliar nos animais
avaliados apds 7 e 15 dias do procedimento cirurgico. Tais complicagdes
decorrem da desnervagcdo autondmica e interrup¢do do suprimento
sanguineo apos a seccdo e sem o restabelecimento da circulagéo
brénquica apds a cirurgia. Varios estudos demonstraram a diminuigdo da
funcdo ciliar ocasionada pela lesdo bronquica. Pazetti et al. (2008)
verificou prejuizo da frequéncia de batimento ciliar dos animais

submetidos a cirurgia de seccdo e anastomose brénquica e avaliados
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apo6s 30 dias do procedimento cirurgico. O mesmo resultado foi verificado
por Veale et al. (1993) ao estudar a regidao brénquica de anastomose de
pacientes submetidos ao transplante de pulmdo comparadas aos
brénquios contralaterais n&o transplantado (nativos).

Observamos que os grupos sacrificados apos 30 dias apresentaram
melhora nos parédmetros avaliados em relagdo aos grupos sacrificados
depois de 7 e 15 dias da cirurgia, sugerindo regeneracéo do epitélio ciliado
brénquico nesses animais bem como da funcéo da célula ciliada. Apesar de
o presente estudo ter verificado recuperacéo desse parametro aos 30 dias
da cirurgia, a literatura € controversa com relacdo ao periodo em que se
inicia a verificagdo do processo regenerativo. Estudo envolvendo transplante
pulmonar em caes observou recuperagao do transporte mucociliar logo nas
primeiras semanas apos a cirurgia (Brody et al., 1972). Pazetti et al., 2008
verificou diminui¢ao da frequéncia de batimento ciliar apds 30 dias com uma
tendéncia de recuperacido observada nos animais avaliados tardiamente, no
caso apos 90 dias do procedimento cirurgico. Tal controvérsia pode advir de
um periodo de transicdo desta recuperagdo que precisa ser melhor
investigado.

Provavelmente, os resultados relacionados a diminuigdo da frequéncia
de batimento ciliar estdo relacionados a desnervacao e desvascularizagao
brénquica além da destruicdo do epitélio local. O procedimento de secgao e
anastomose brénquica envolvido no transplante, por vezes ocasiona
complicagcbes no periodo pos-operatorio como estenose, deiscéncia,

malacia, granuloma e infeccdo (Samano et al., 2009). Tais complica¢des
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decorrem da desnervagcdo autonbmica e interrupgdo do suprimento
sanguineo apds a secgéo e sem o restabelecimento da circulagdo brénquica
apos o transplante. Algumas técnicas foram propostas, ao longo dos anos, a
fim de minimizar os problemas decorrentes do periodo isquémico
prolongado, como por exemplo, através da revascularizagdo direta ou
através da omentopexia, na qual a anastomose brénquica era revestida pelo
grande omento promovendo a revascularizagdo brdénquica apos o
transplante (Coraud et al., 1992; Miller et al., 1993).

Além disso, o estimulo inflamatoério nessa regido ap6s o procedimento
cirargico pode levar a hipersecrecdo de muco, como discutido anteriormente.
Segundo Allegra et al. (1989), a hipersecregao do muco pode ocasionar uma
diminuicdo da frequéncia de batimento ciliar durante a inflamagéo brénquica
e produzir danos funcionais e estruturais ao aparato mucociliar.

N&o observamos interagdo entre a droga e cirurgia sobre a frequéncia
de batimento ciliar. Tal interagdo poderia ocorrer e ser negativa caso a droga
interferisse prejudicando o processo de cicatrizagdo, o que parece nao ter
ocorrido. A literatura é controversa a respeito dos efeitos dos corticosterdides
no processo de cicatrizag&o. Auteri et al. (1992), ndo observaram prejuizo na
cicatrizacdo de brdénquica de animais tratados com prednisona durante 28
dias pos-operatorio. No entanto, outros trabalhos demonstram prejuizo no
processo de cicatrizacdo de animais tratados com corticosterdides a ponto
desses medicamentos serem contra-indicados a pacientes na fila do

transplante (McAnally et al., 2006).
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Velocidade de Transporte Mucociliar

A velocidade de transporte mucociliar in situ reflete o deslocamento de
particulas ao longo do epitélio brénquico por unidade de tempo, constituindo
uma medida direta da capacidade de depuracao desse sistema. O transporte
mucociliar normal depende de um grande numero de fatores inter-
relacionados, dentre os quais podemos destacar a presenca de um epitélio
intacto com funcionamento ciliar coordenado, perfeita composicdo e
tamanho da camada periciliar, bem como adequada quantidade de muco
com propriedades viscoelasticas ideais (Albertini-Yagi 2005).

As alteracdes observadas na transportabilidade do muco dos animais
tratados com prednisona poderiam indicar prejuizo na velocidade de
transporte mucociliar. Apesar disso, nao observamos efeitos funcionais na
velocidade de transporte mucociliar nos grupos tratados com as dosagens
mais baixas (0,625mg/kg/dia e 1,25mg/kg/dia). Observamos que a dosagem
2,5mg/kg/dia exerceu efeito negativo sobre esta variavel, prejudicando a
depuracdo mucociliar quando comparada com os animais do grupo controle
e com o0s que receberam a dosagem de 0,625mg/kg/dia.

Com relagdo a cirurgia de secgdo e anastomose, o processo de
desnervacao e isquemia a que o brénquio € submetido apds a lesio resulta
na diminuicdo da velocidade de transporte mucociliar (Xavier et al., 2007;
Pazetti et al., 2008). A literatura mostra que os prejuizos decorrentes da
seccao e anastomose bronquica podem ser verificados em todo tecido
adjacente a ferida cirurgica. Estudos relatam que, apds o transplante, o
transporte mucociliar estd diminuido e que ha um aumento na rigidez do

muco (Veale et al., 1993; Tomkiewicz et al., 1995; Pazetti et al., 2008).
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Neste trabalho confirmamos tal achado ao observar que a velocidade
de transporte mucociliar foi prejudicada nos animais avaliados apds 7 e 15
dias do procedimento cirurgico. Xavier et al. (2007) observou prejuizo nesta
variavel em brénquios apos a cirurgia de transplante pulmonar em ratos com
tendéncia de recuperacao deste parametro apos 15 dias do procedimento
cirurgico e recuperacado efetiva apos 30 dias. Observamos, no presente
trabalho, a recuperacéo desta variavel apos 30 dias da cirurgia.

O comportamento da VTMC foi semelhante aos resultados achados
na analise da variavel FBC. Tal resultado ja era esperado uma vez que o
bom funcionamento das duas variaveis esta relacionado e depende da
integridade do bronquio. Desta maneira, vale para esta variavel a mesma
discussdo sobre as alteragdes na fisiologia brénquica (desnervagao,
isquemia e lesdo do epitélio) que fizemos para analisar a FBC. Além das
alteragdes na FBC, verificamos ainda que as caracteristicas do muco estao

alteradas nesses animais o que contribui para o prejuizo da VTMC.

Depuracao Mucociliar

De maneira geral verificamos que a prednisona, apesar de prejudicar
a transportabilidade do muco, ndo altera a depuragdo mucociliar. Apenas
altas dosagens da droga podem, além de prejudicar a TM, diminuir a VTMC
e consequentemente a depuracéao local.

Observamos que todos os grupos submetidos a cirurgia, apresentaram
prejuizo nas trés variaveis estudadas. Portanto podemos afirmar que a

depuragdo mucociliar foi prejudicada pelo procedimento operatorio.
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Tal resultado corrobora com a literatura disponivel sobre o tema
(Rivero et al., 2001; Pazetti et al., 2008).

Apesar da efetiva melhora na qualidade do muco dos animais que
foram operados e tratados com prednisona, ndo podemos afirmar que a
associagdao entre droga e intervencgdo cirurgica interfira na depuragao
mucociliar, ja que nao foi verificada qualquer alteracdo na velocidade de

transporte mucociliar nesses animais.
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Apenas altas dosagens de prednisona prejudicam a depuragao

mucociliar.

A terapia com prednisona associada a cirurgia de secg¢ao e anastomose
brébnquica ndo altera a depuragcao mucociliar visto que, apesar de
melhorar a transportabilidade do muco, a freqiéncia de batimento ciliar e

a velocidade de transporte mucociliar ndo sao influenciadas.
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Anexo A — Valores individuais dos resultados obtidos na analise de
(Hertz), VTMC (mm/min), TM (s/ unidade)

76

FBC

Grupo Animais FBC VTMC ™
P1 -7 dias R1 9,15 0,76 0,66
P1 -7 dias R2 8,5 0,81 0,65
P1 -7 dias R3 7,36 0,54 0,81
P1 -7 dias R4 8,8 0,43 0,75
P1 -7 dias R5 9,39 0,38 MI*
P1 -7 dias R6 9,44 0,56 0,85
P1 -7 dias R7 10,22 0,54 1,02
P1 -7 dias R8 11,21 0,61 MI*
P1 -7 dias R9 10,26 0,55 0,6
P1 -7 dias R10 9,54 0,52 0,6
Média 9,39 0,57 0,74
DP 1,06 0,19 0,15
Grupo Animais FBC VTMC ™
P2 — 7 dias R1 8,5 0,66 0,92
P2 — 7 dias R2 9,31 0,45 MI*
P2 — 7 dias R3 8,54 0,5 MI*
P2 — 7 dias R4 9,43 0,56 0,59
P2 — 7 dias R5 7,18 0,47 0,87
P2 — 7 dias R6 7,25 0,52 1,03
P2 — 7 dias R7 8,11 0,5 0,83
P2 — 7 dias R8 9,21 0,48 0,72
P2 — 7 dias R9 6,54 0,67 MI*
P2 — 7 dias R10 9,68 NO** MI*
Média 8,38 0,53 0,83
DP 1,08 0,08 0,15

* Ml= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise

** NO= medida nao observada



Anexos

Grupo Animais FBC VTMC ™

P3 — 7 dias R1 8,45 1,22 MI
P3 -7 dias R2 9,64 0,48 0,67

P3 — 7 dias R3 10,58 0,48 MI
P3 -7 dias R4 9,08 0,29 0,95
P3 — 7 dias R5 8,31 0,27 0,77

P3 — 7 dias R6 8,25 0,56 MI
P3 -7 dias R7 9,11 0,52 0,81
P3 -7 dias R8 11,54 0,42 0,63
P3 — 7 dias R9 9,65 0,21 0,75
P3 - 7 dias R10 9,22 0,32 0,8
Média 9,38 0,48 0,77
DP 1,04 0,39 0,10

Grupo Animais FBC VTMC ™
ScP2 - 7 dias R1 6,2 NO** 0,65
ScP2 - 7 dias R2 9,3 0,23 0,7
ScP2 - 7 dias R3 6,3 0,23 0,65
ScP2 - 7 dias R4 5,6 0,25 0,66
ScP2 - 7 dias R5 NO** 0,32 0,56
ScP2 - 7 dias R6 NO** 0,19 0,48
ScP2 - 7 dias R7 8,21 0,22 0,84
ScP2 - 7 dias R8 5,48 0,24 0,68
ScP2 - 7 dias R9 6,25 0,42 0,72
ScP2 - 7 dias R10 5,21 0,31 0,44
Média 6,85 0,27 0,64
DP 1,66 0,01 0,12

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizacdo da analise
** NO= medida ndo observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
ScSal — 7 dias R1 7,82 0,31 0,52
ScSal — 7 dias R2 7,53 0,29 0,6
ScSal — 7 dias R3 8,21 0,32 0,54
ScSal — 7 dias R4 7,21 0,28 MI*
ScSal — 7 dias R5 8,65 0,28 0,54
ScSal — 7 dias R6 7,6 0,3 0,59
ScSal — 7 dias R7 8,82 0,29 0,68
ScSal — 7 dias R8 8,11 0,33 MI*
ScSal — 7 dias R9 8,2 0,28 0,62
ScSal — 7 dias R10 7,12 0,32 0,52
Média 7,93 0,30 0,58
DP 0,57 0,02 0,06
Grupo Animais FBC VTMC ™
Sal — 7 dias R1 9,48 0,56 0,95
Sal — 7 dias R2 10,22 0,7 0,91
Sal — 7 dias R3 NO** NO** 0,91
Sal — 7 dias R4 9,12 0,61 0,98
Sal — 7 dias R5 9,88 0,57 0,93
Sal — 7 dias R6 9,1 0,59 0,93
Sal — 7 dias R7 9,02 0,6 0,92
Sal — 7 dias R8 10,56 0,72 0,92
Sal — 7 dias R9 9,21 0,68 1,01
Sal — 7 dias R10 9,54 0,53 0,95
Média 9,57 0,62 0,94
DP 0,54 0,07 0,03

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizacdo da analise

** NO= medida ndo observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
P1 - 15 dias R1 10,3 NO** 0,88
P1 — 15 dias R2 11,02 0,8 0,7
P1 - 15 dias R3 9,65 0,33 0,51
P1 - 15 dias R4 10,52 0,37 0,35
P1 — 15 dias R5 8,54 0,72 0,49
P1 — 15 dias R6 9,58 0,61 0,9
P1 - 15 dias R7 10,22 0,84 MI
P1 - 15 dias R8 9,88 0,63 0,81
P1 — 15 dias R9 10,11 0,76 1,23
P1 — 15 dias R10 10,2 0,7 1,04
Média 10,00 0,64 0,77
DP 0,66 0,18 0,28
Grupo Animais FBC VTMC ™
P2 — 15 dias R1 8,74 0,66 0,67
P2 — 15 dias R2 8,54 0,59 0,62
P2 — 15 dias R3 10,91 0,9 0,79
P2 — 15 dias R4 11 0,75 0,7
P2 — 15 dias R5 9,22 0,62 0,86
P2 — 15 dias R6 8,14 0,66 1,03
P2 — 15 dias R7 9,17 0,64 MI*
P2 — 15 dias R8 9,55 0,52 1,04
P2 — 15 dias R9 10,11 0,68 0,9
P2 — 15 dias R10 NO** NO** 0,96
Média 9,49 0,67 0,84
DP 1,01 0,11 0,16

* Ml= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise

** NO= medida nao observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
P3 — 15 dias R1 11,09 0,53 0,73
P3 — 15 dias R2 8,42 0,59 0,64
P3 — 15 dias R3 9,92 0,36 0,73
P3 — 15 dias R4 8,43 0,63 0,69
P3 — 15 dias R5 9,87 0,67 1,06
P3 — 15 dias R6 8,11 0,52
P3 — 15 dias R7 8,44 0,48 0,71
P3 — 15 dias R8 6,12 0,52 0,88
P3 — 15 dias R9 8,55 0,65 0,95
P3 — 15 dias R10 8,14 0,44 0,82
Média 8,71 0,54 0,80
DP 1,34 0,10 0,14
Grupo Animais FBC VTMC ™
ScP2 —15 dias R1 6,1 0.3 0,95
ScP2 —15 dias R2 5,3 0,36 0,87
ScP2 -15 dias R3 6,7 0,19 0,87
ScP2 —15 dias R4 53 0,12 0,57
ScP2 —15 dias R5 5,7 0,16
ScP2 -15 dias R6 9,14 0,55 0,56
ScP2 -15 dias R7 8,11 0,46 1,08
ScP2 —15 dias R8 7,18 0,25 0,85
ScP2 —15 dias R9 0,25 0,78
ScP2 -15 dias R10 6,3 0,34 0,7
Média 6,69 0,30 0,80
DP 1,39 0,14 0,17

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise
** NO= medida n&do observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
ScSal —15dias R1 6,3 0,29 0,89
ScSal —15dias R2 6,21 0,3 1,01
ScSal —15dias R3 7,22 0,29 0,78
ScSal —15dias R4 7,21 0,31
ScSal —15dias R5 6,58 0,32 0,94
ScSal —15dias R6 7,23 0,28 0,82
ScSal —15dias R7 6,98 0,3 0,86
ScSal —15dias R8 7,5 0,26 0,91
ScSal —15dias R9 7,21 0,26 0,95
ScSal —15dias R10 7,45 0,34
Média 6,99 0,30 0,90
DP 0,46 0,03 0,07
Grupo Animais FBC VTMC ™
Sal — 15 dias R1 9,1 0,49 0,95
Sal — 15 dias R2 10,23 0,66 0,91
Sal — 15 dias R3 9,22 0,54 0,96
Sal — 15 dias R4 10,88 0,7 0,98
Sal — 15 dias R5 9,8 0,68 0,96
Sal — 15 dias R6 1,01
Sal — 15 dias R7 9,1 0,57 0,91
Sal — 15 dias R8 9,22 0,59 0,92
Sal — 15 dias R9 9,12 0,93
Sal — 15 dias R10 10,2 0,63 0,89
Média 9,41 0,61 0,94
DP 0,65 0,07 0,04

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise

** NO= medida ndo observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
P1-30 dias R1 11,82 0,59 0,88
P1 - 30 dias R2 11,28 0,61 0,68
P1 - 30 dias R3 1,5
P1-30 dias R4 10,98 0,68 0,88
P1 - 30 dias R5 9,77 0,38 0,57
P1 - 30 dias R6 9,13 0,51 0,71
P1-30 dias R7 8,52 0,7 0,82
P1-30 dias R8 9,78 0,56
P1 - 30 dias R9 8,12 0,65 0,73
P1 - 30 dias R10 8,4 0,58 0,66

Média 9,76 0,58 0,83
DP 1,35 0,10 0,27
Grupo Animais FBC VTMC ™
P2 — 30 dias R1 10,8 0,59 0,67
P2 — 30 dias R2 7,51 0,69 0,81
P2 — 30 dias R3 9,45 0,54 1
P2 — 30 dias R4 10,32 0,75 0,61
P2 — 30 dias R5 10,45 0,55 0,74
P2 — 30 dias R6 10,5 0,64 0,23
P2 — 30 dias R7 9,24 0,42 0,64
P2 — 30 dias R8 9,11 0,25 0,62
P2 — 30 dias R9 9,75 0,7 0,81
P2 — 30 dias R10 10,05 0,58
Média 9,72 0,57 0,68
DP 0,96 0,15 0,21

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise
** NO= medida n&do observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
P3 — 30 dias R1 8,8 0,79 0,38
P3 — 30 dias R2 8,31 0,69 1,07
P3 — 30 dias R3 10,1 0,31 0,96
P3 — 30 dias R4 8,61 0,48 1,15
P3 — 30 dias R5 9,64 0,57 0,43
P3 — 30 dias R6 9,21 0,64 0,69
P3 — 30 dias R7 10,21 0,47 1,04
P3 — 30 dias R8 9,54 0,56
P3 — 30 dias R9 8,22 0,42 0,75
P3 — 30 dias R10 11,2 0,32 0,59
Média 9,38 0,53 0,78
DP 0,95 0,16 0,28
Grupo Animais FBC VTMC ™
ScP2 -30 dias R1 9,24 0,46 0,83
ScP2 -30 dias R2 8,15 0,63 0,53
ScP2 -30 dias R3 7,11 0,94 0,62
ScP2 -30 dias R4 8,44 0,61
ScP2 -30 dias R5 8,26 0,44
ScP2 -30 dias R6 9,11 0,55 0,53
ScP2 -30 dias R7 8,56 0,52 0,78
ScP2 -30 dias R8 9,54 0,44
ScP2 -30 dias R9 9,21 0,32 0,84
ScP2 -30 dias R10 10,06 0,4 0,47
Média 8,77 0,52 0,65
DP 0,84 0,18 0,15

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise
** NO= medida n&do observada
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Grupo Animais FBC VTMC ™
ScSal -30dias R1 8,56 0,7 0,52
ScSal -30dias R2 6,88 0,66 0,45
ScSal -30dias R3 7,21 0,54 0,68
ScSal -30dias R4 8,16 0,66 0,58
ScSal -30dias R5 6,55 0,48 0,54
ScSal —30dias R6 8,16 0,45 0,48
ScSal -30dias R7 8,23 0,51 0,56
ScSal -30dias R8 9,41 0,49 0,54
ScSal -30dias R9 8,65 0,41 0,53
ScSal -30dias R10 8,84 0,5 0,49
Média 8,07 0,54 0,54
DP 0,91 0,10 0,06
Grupo Animais FBC VTMC ™
Sal — 30 dias R1 9,87 0,59 0,78
Sal — 30 dias R2 10,1 0,67 0,56
Sal — 30 dias R3 8,5 0,59 0,93
Sal — 30 dias R4 9,6 0,63 0,98
Sal — 30 dias R5 11,26 0,83 1,05
Sal — 30 dias R6 11,45 0,61 Mi
Sal — 30 dias R7 9.1 0,55 1,22
Sal — 30 dias R8 8,26 0,62 1,02
Sal — 30 dias R9 8,24 0,57 MI
Sal — 30 dias R10 9,21 0,44 0,79
Média 9,56 0,61 0,92
DP 1,14 0,10 0,20

* MI= quantidade de muco coletado insuficiente para realizagao da analise

** NO= medida ndo observada
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Anexo B - Valores da significancia e intervalo de confianga obtidos das

comparacdes multiplas ( teste: Bonferroni)

Variavel: Intervalo de

n . . - . o
Freqiiéncia de Batimento Ciliar Significancia confianga (95%)

Grupos Minimo Maximo
P1 -7 dias vs P1-15dias 0,60 -1,81 0,58
P1 -7 dias vs P1-30dias 1,00 -1,60 0,86
P1-15 dias vs P1-30dias 1,00 -0,99 1,48
P2 -7 dias vs P2-15dias 0,08 -2,31 0,09
P2 -7 dias vs P2 -30 dias 0,02 -2,51 -0,18
P2 -15 dias vs P2 -30 dias 1,00 -1,43 0,97
P3 - 7 dias vs P3-15dias 0,57 -0,61 1,95
P3 - 7 dias vs P3-30dias 1,00 -1,28 1,28
P3 - 15 dias vs P3-30 dias 0,57 -0,60 1,95
P2Sc - 7 dias vs P2Sc - 15 dias 1,00 -1,58 1,42
P2Sc-7dias vs P2Sc- 30 dias 0,00 -3,66 -0,74
P2Sc-15dias vs P2Sc- 30 dias 0,00 -3,54 -0,71
SalSc-7dias vs SalSc-15dias 0,01 0,17 1,71
SalSc-7dias vs SalSc - 30 dias 1,00 -0,91 0,63
SalSc-15dias vs SalSc - 30 dias 0,00 -1,85 -0,30
Sal -7 dias vs Sal - 15 dias 1,000 -1,095 0,931
Sal -7 dias vs Sal - 30 dias 1,000 -0,976 0,998

Sal - 15 dias vs Sal - 30 dias 1,000 -0,894 1,081
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Variavel:
Velocidade de Transporte Mucociliar

Significancia

Intervalo de
confianga (95%)

Grupos Minimo Maximo
P1 -7 dias vs P1-15 dias 0,86 -0,24 0,10
P1 -7 dias vs P1-30dias 1,00 -0,18 0,15
P1-15 dias vs P1-30dias 1,00 -0,11 0,23
P2 -7 dias vs P2 -15dias 0,06 -0,28 0,01
P2 -7 dias vs P2 -30 dias 1,00 -0,17 0,10
P2 -15 dias vs P2 -30 dias 0,24 -0,04 0,24
P3 -7 dias vs P3-15dias 1,00 -0,29 0,16
P3 -7 dias vs P3-30 dias 1,00 -0,27 0,18
P3 - 15 dias vs P3-30dias 1,00 -0,21 0,24
P2Sc - 7 dias vs P2Sc - 15 dias 1,00 -0,19 0,13
P2Sc - 7 dias vs P2Sc - 30 dias 0,00 -0,42 -0,09
P2Sc-15dias vs P2Sc- 30 dias 0,00 -0,38 -0,06
SalSc-7dias vs SalSc- 15 dias 1,00 -0,06 0,07
SalSc - 7 dias vs SalSc - 30 dias 0,00 -0,31 -0,17
SalSc-15dias vs SalSc - 30 dias 0,00 -0,31 -0,18
Sal -7 dias vs Sal- 15 dias 1,00 -0,09 0,11
Sal -7 dias vs Sal - 30 dias 1,00 -0,09 0,10
Sal - 15 dias vs Sal - 30 dias 1,00 -0,10 0,10
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Variavel:
Transportabilidade do muco “in vitro”

Significancia

Intervalo de
confianga (95%)

Grupos Minimo Maximo

P1 -7 dias vs P1-15 dias 1,00 -0,33 0,28
P1 -7 dias vs P1-30dias 1,00 -0,39 0,23
P1-15 dias vs P1-30dias 1,00 -0,36 0,24
P2 -7 dias vs P2-15dias 1,00 -0,26 0,23
P2 -7 dias vs P2 -30 dias 0,41 -0,10 0,39
P2 -15 dias vs P2 -30 dias 0,21 -0,06 0,38
P3 -7 dias vs P3-15dias 1,000 -0,302 0,205
P3 -7 dias vs P3-30 dias 1,000 -0,275 0,243
P3 - 15 dias vs P3-30 dias 1,000 -0,204 0,269
P2Sc - 7 dias vs P2Sc - 15 dias 0,06 -0,34 0,01

P2Sc - 7 dias vs P2Sc - 30 dias 1,00 -0,19 0,16

P2Sc-15dias vs P2Sc- 30 dias 0,12 -0,03 0,33

SalSc-7dias vs SalSc- 15 dias 1,00 -0,08 0,08
SalSc - 7 dias vs SalSc - 30 dias 0,53 -0,03 0,11

SalSc-15dias vs SalSc - 30 dias 0,53 -0,03 0,11

Sal -7 dias vs Sal- 15 dias 1,00 -0,13 0,13
Sal -7 dias vs Sal - 30 dias 1,00 -0,11 0,16
Sal - 15 dias vs Sal - 30 dias 1,00 -0,11 0,16
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