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Resumo

Pereira AEA. Avaliagcdo morfo-funcional do sistema mucociliar de traquéia de rato
submetida a diferentes métodos de preservacdo em modelo de isquemia
experimental [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2011. 101p. 91p.

INTRODUCAO: O transplante traqueal continua um desafio. Contudo, avangos nas
técnicas de revascularizacdo dos enxertos traqueais e no conhecimento da
imunobiologia da traquéia, indicam que esta técnica pode ser utilizada com frequéncia
no futuro proximo. A depuragdo mucociliar (DM) € o mecanismo de defesa inato mais
importante das vias aéreas. A traquéia age como um 6rgéo de defesa devido a DM. A
DM ocorre por agdo do batimento ciliar do epitélio respiratorio que impele o muco que
atapeta as vias respiratérias, carreando substancias nocivas. Idealmente, a DM deve
ser preservada em enxertos traqueais passiveis de utilizacdo para transplante traqueal.
Nosso intuito foi: 1) avaliar os efeitos da isquemia fria sobre a DM; e 2) avaliar a acdo
de solugbes de preservacdo administradas por via topica na manutencdo da DM apos
isquemia fria. METODOS: De 109 ratos Wistar foram obtidos 217 segmentos traqueais.
Os segmentos foram distribuidos entre trés grupos experimentais e um grupo Controle.
Cada segmento foi submergido em LPD-glicose (grupo LPD), histidina-triptofano-
cetoglutarato (grupo HTK) ou solucdo salina (grupo Salina). Avaliou-se a DM apos
6,10,16 ou 24 horas de isquemia fria. No grupo Controle os segmentos foram
analisados imediatamente ap0s a extracdo, ndo havendo isquemia fria, nem
submersdo em solugdes. A velocidade de transporte mucociliar (VTM) foi medida
através de microscopio de luz, pela observacdo do movimento das particulas de muco
na superficie dos segmentos traqueais. A freqiiéncia de batimento ciliar (FBC) foi
obtida pela sincroniza¢éo entre o0 movimento ciliar observado pelo microscopio de luz e
um estroboscopio. Em seguida, os segmentos foram corados com hematoxilina-eosina
para analisar a integridade epitelial (IE) e a inflamacédo subepitelial (IS). Foi realizada
andlise quantitativa do muco intracelular por um programa de computador apos
coloracdo com azul de alcido (MI-AA) e PAS (MI-PAS). As amostras mais significativas
foram analisadas qualitativamente por microscopia eletrénica de transmissdo (ME).
Foram realizadas duas andlises: 1) grupo Controle e tempos de isquemia; e 2) grupo
Controle e solugdes de preservacdo (agrupado pelo tempo de isquemia).
RESULTADOS: 1) grupo Controle e tempos de isquemia: O grupo controle foi melhor
gue os grupos submetidos a isquemia fria quanto & VTM (p=0,0001) e FBC (p=0,012).
Contudo, ndo houve diferenca na IE, IS e Ml entre o grupo Controle e os demais
grupos. 2) grupo Controle e solucdes de preservacdo: O grupo controle apresentou
melhor VTM que os grupos LPD, HTK e Salina apés isquemia de 6h (p=0,001), 16h
(p=0,009) e 24h (p=0,001). O grupo controle apresentou melhor FBC que 0s grupos
LPD, HTK e Salina apos isquemia de 24h (p=0,001). Ndo houve diferenca entre os
grupos na IE e IS. O grupo Controle apresentou melhor MI-AA que os grupos LPD
apos 16h (p=0,02) e HTK apds 24h de isquemia (p=0,04). Nao houve diferenca entre
os grupos a MI-PAS. A ME, o grupo Salina apresentou maiores alteragbes secundarias
a isquemia do que os demais grupos. CONCLUSOES: 1) A isquemia fria piora a DM; e
2) O uso de solucbes de preservacdo administradas por via topica ndo contribui para
manutencdo da DM apos isquemia fria.

Descritores: 1.Traquéia  2.Depuracdo mucociliar  3.Transplante de 6rgaos
4.Preservacdo de 6rgdos 5.SolugBes para preservacdo de érgaos 6.lsquemia fria
7.Mucosa respiratoria.



Summary

Pereira AEA. Morphological and functional evaluation of the tracheal mucociliary
clearance of rats submitted to different methods of preservation after cold ischemia
[thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2011.
101p. 91p.

INTRODUCTION: Tracheal transplantation is a challenging problem. Recent
advances in graft revascularization, and reepithelialization renewed the interest on
airway transplantation. Mucociliary clearance (MC) is the most important innate
defense mechanism of the respiratory system. MC works by mucous transport
carried out by ciliary beating function of the airway epithelium. Trachea acts as a
defense organ in the respiratory system through the MC. Ideally, MC should be
preserved in tracheal grafts used for transplantation. Preservation solutions improve
organ preservation by decreasing ischemic injury. The purpose of the study was: 1)
to evaluate the effects of cold ischemia on MC; and 2) to evaluate the impact of
topically-applied preservation solutions on MC after cold ischemia. METHODS:
From 109 male Wistar rats we obtained 217 tracheal segments. The segments were
allocated to one of four groups. Segments were submerged in LPD-glucose (LPD
group), histidine-tryptophan-ketoglutarate (HTK group), or saline solution (Saline
group), and stored at 4°C. MC was analyzed after 6, 10, 16 or 24h of ischemia.
Control group have only segments that were analyzed right after extraction, not
submitted to cold ischemia or submersion in preservation solutions. The mucociliary
transport velocity (MTV) was measured by observation of mucous particle under the
surface of the segments, through a light microscope. Ciliary beating frequency
(CBF) was achieved by synchronization between cilia movement and a stroboscope
flashlight. Tracheas were stained with hematoxylin-eosin in order to analyze the
epithelial integrity (El) and the subepithelial inflammation (SI). A quantitative
analysis of the intracellular mucus stained with alcian blue (IM -AB) and PAS (IM-
PAS) was achieved by a software. The most significant samples of the tracheal
segments were qualitatively analyzed by transmission electronic microscopy (TEM).
Two analyses were made: 1) Control group and ischemic time; and 2) Control group
and preservation solutions. RESULTS: 1) Control group and ischemic time: Control
group had better VTM (p=0,0001) and CBF (p=0,012) than the groups submitted to
cold ischemia. However, there was no difference among Control group and the other
groups on El, SI, IM-AB, and IM-PAS. 2) Control group and preservation solutions:
Control group showed better MTV than the LPD, HTK, and Saline groups after 6h
(p=0,001), 16h (p=0,009) and 24h (p=0,001) of cold ischemia. Control group
showed better CBF than the LPD, HTK, and Saline groups after 24h of ischemia
(p=0,001). There was no difference among groups on El and SI. Control group
showed better IM-AB than both the LPD group after 16h of cold ischemia (p=0,02),
and the HTK group after 24h of cold ischemia (p=0,04). There was no difference
among the groups on IM-PAS. TEM showed more findings of ischemic lesion on
Saline group. CONCLUSIONS: 1) Cold ischemia impairs MC; and 2) Topically-
applied preservation solutions do not ameliorate MC after cold ischemia.

Descriptors: 1.Trachea 2.Mucociliary clearance 3.0rgan Transplantation 4.0rgan
preservation 5.0rgan preservation solutions 6.Cold ischemia  7.Respiratory
mucosa.



1 INTRODUCAO

1.1 Estenose traqueal no adulto e seu tratamento

A intubacdo traqueal € um procedimento freqlientemente utilizado
para manutencdo da adequada ventilacdo, em pacientes com insuficiéncia
respiratdria das mais variadas causas. Apesar do Obvio beneficio, a
intubacao traqueal pode acarretar problemas sérios para 0s sobreviventes
dos quadros de insuficiéncia respiratoria. Uma das complicagcdes mais
importantes da intubacao tragueal é a estenose traqueal inflamatoria.

Dentre as doencas traqueais que necessitam de tratamento invasivo,
a estenose traqueal inflamatéria € a mais comum. O quadro clinico da
estenose traqueal é varidvel e depende fundamentalmente do grau de
obstrucdo ao fluxo aéreo. Comumente o0s pacientes apresentam dispnéia
gue costuma ser progressiva, podendo evoluir para insuficiéncia respiratoria
e Obito (Grillo, 2004b). A grande maioria dos pacientes portadores de
estenose traqueal pode ser submetida a tratamento cirargico definitivo. O
tratamento padrdo consiste em resseccao da area de estenose, seguida de
anastomose traqueal término-terminal no mesmo tempo cirargico (Wright et

al., 2004). Esta técnica apresenta bons resultados e ¢é largamente

empregada em todo o mundo.
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1.2 Possiveis indicacfes para o transplante traqueal

Apesar de efetivo para a maioria dos pacientes portadores de
estenose traqueal, o tratamento cirdrgico ndo esta indicado em alguns
casos. Os pacientes que apresentam estenose traqueal longa, isto é, que
acomete mais que 50% do comprimento total da traguéia, na maioria das
vezes, ndo sao passiveis de tratamento cirargico definitivo. Além disso, entre
2,7 e 10,5% dos pacientes que sdo submetidos a resseccao traqueal
evoluem com recidiva da estenose no local da anastomose término-terminal,
impossibilitando uma nova resseccéao traqueal (Friedel et al., 2003; Wright et
al., 2004; Abbasidezfouli et al., 2007). Embora pouco comuns, alguns tipos
de lesdes tragueais traumaticas também ndo sdo passiveis de tratamento
cirirgico definitivo. A esta lista de doencas traqueais irressecaveis ainda se
incluem as neoplasias traqueais extensas e algumas doencas
reumatolégicas que podem acometer a traquéia difusamente, como a
granulomatose de Wegener e a policondrite recidivante (Grillo, 2004c).
Os pacientes nessas condicfes sdo geralmente submetidos a intervencdes
paliativas, como a dilatagcéo traqueal, a traqueostomia definitiva e o uso de
préteses tragueais. Apesar de temporariamente efetivos, alguns desses
métodos estdo associados a elevados indices de complicagfes (Terra et al.,
2007). Além disso, os pacientes submetidos a tratamentos paliativos séo
comumente obrigados a se submeter a multiplos procedimentos, devido a

nova estenose ou desgaste da protese (Carretta et al., 2009).
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A quantidade de pacientes com doencas tragueais que nao estariam
aptos a um tratamento definitivo € considerada pequena, embora ndo seja
insignificante. A partir de dados do DATASUS foi estimado que, no Brasil,
cerca de 200 pacientes por ano poderiam estar incluidos nessa condicéo
(Pégo-Fernandes e Azevedo-Pereira, 2009). Para esses pacientes o

transplante traqueal seria uma solucao definitiva.

1.3 Transplante traqueal

O transplante traqueal vem sendo tentado desde o final do século XIX
e comeco do século XX (Burket, 1918). Varios pesquisadores, ludibriados
pela aparente simplicidade técnica do procedimento, tém tentado
estabelecer um método efetivo de transplante traqueal (Grillo, 2004d). Além
dos aloenxertos traqueais, varios outros tipos de enxertos, materiais e
dispositivos tém sido utilizados como substitutos traqueais, com resultados
pouco animadores (Grillo, 2002). O primeiro relato de alotransplante traqueal
em humanos foi publicado em 1979 (Rose et al., 1979). A traguéia do doador
foi inicialmente implantada no musculo esternocleidomastoideo do receptor,
sendo definitivamente transplantada ap0s trés semanas. Apesar do sucesso
inicial, nenhuma informagcédo sobre o seguimento no longo prazo foi
disponibilizada. Desde entdo, alguns relatos de transplante traqueal em
humanos foram esporadicamente publicados. As abordagens utilizadas

variaram desde o uso de aloenxerto de aorta até técnicas complexas com
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uso de engenharia de tecidos (Wurtz et al., 2006; Macchiarini et al., 2008;
Delaere et al., 2010).

Apesar dos relatos de caso, ndo existe, até o presente, um método
padrdo de transplante tragueal que possa ser aplicado na pratica clinica
(Grillo, 2002; Kucera et al., 2007). Isto se deve fundamentalmente a dois
grandes obstaculos: 1) a necessidade de imunossupressao prolongada para
manter a viabilidade do enxerto; e 2) a dificuldade em prover vascularizacéo

adequada ao enxerto apds o implante.

1.4 Impedimentos ao transplante traqueal

1.4.1 Necessidade de imunossupressao prolongada

1.4.1.1 Antigenicidade traqueal

Ao contrario do que se pensava no passado, a traquéia apresenta
uma forte atividade antigénica, com imunizacdo sistémica semelhante a
ocorrida com outros 6rgaos soélidos (Beigel e Miller-Ruchholtz, 1984). Shaari
et al. (1998) estudaram a distribuicdo dos antigenos leucocitarios humanos
(HLA, do inglés human leukocyte antigen) classe | e Il, responsaveis pelo
reconhecimento imune, em varios tecidos traqueais. Os autores observaram
gue a mucosa traqueal e os condrécitos eram os tecidos que mais
expressavam HLA. O pericbndrio apresentava expressao fraca e irregular,

enquanto a matriz cartilaginosa nédo expressava HLA. Como a maioria dos
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condrdcitos permanece isolada na matriz cartilaginosa, a mucosa traqueal foi
implicada como o tecido traqueal imunogenicamente mais importante.

Ferndndez et al. (2004) estudaram a funcdo imunogénica do epitélio
respiratério em um modelo de transplante traqueal. Utilizando transplantes
sequenciais ortotopicos e heterotopicos em ratos com complexo de
histocompatibilidade principal (MHC, do inglés major histocompatibility
complex) sabidamente diferentes, eles demonstraram que a resposta imune
é desencadeada primariamente pelo epitélio traqueal.

Além da forte expressdo de antigenos HLA classe | e Il, a acdo de
um tipo de célula apresentadora de antigeno, conhecida como célula
dendritica, também esta implicada na forte atividade antigénica do epitélio
traqueal. As células dendriticas sdo encontradas em varios 6rgaos solidos.
No trato respiratorio, as células dendriticas formam uma rede celular
estreitamente ligada ao epitélio respiratério e a submucosa das vias aéreas
(Upham e Stick, 2006). Ap6s o transplante de o6rgdos sélidos, as células
dendriticas presentes nos enxertos atuam na apresentacédo de antigenos do
doador ao sistema imune do receptor, favorecendo a rejeicdo imune (Gould

e Auchincloss Jr., 1999; Cleven et al., 2005).

1.4.1.2 Desvantagens daimunossupresséo prolongada

A necessidade de imunossupressao apos o transplante traqueal tem
sido uma importante limitacdo para a utilizacdo clinica desta modalidade
terapéutica. Uma vez que as drogas imunossupressoras utilizadas apoés

transplantes ndo tem acdo apenas na resposta imunoldgica ao enxerto, mas
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comprometem a resposta do sistema imune de forma nado-seletiva, existe
uma incidéncia elevada de infec¢cdes oportunistas em usuarios dessas
medicactes (McNell et al., 2003). Além disso, outros efeitos colaterais dos
imunossupressores, como nefrotoxidade, osteoporose, hipertensao arterial e
diabetes, entre outros, aumentam significativamente o0s riscos da
imunossupressao prolongada (Lu et al., 2006). Desta feita, os efeitos
deletérios da terapia de imunossupressao prolongada sdo muito mais graves
do que os problemas enfrentados com a utilizacdo de proteses traqueais em
humanos (Grillo, 2004d). Esta constatacdo torna indefensavel o uso de
imunossupressao prolongada apdés o transplante traqueal (Grillo, 2002;

Birchall e Macchiarini, 2008).

1.4.1.3 Reepitelizacao e antigenicidade traqueal

Apesar da forte antigenicidade do epitélio respiratério, algumas
evidéncias recentes tém apontado para a possibilidade de que a
imunossupressado crbnica ndo seja fundamental apds o transplante
traqueal. Esta possibilidade foi inicialmente sugerida pelos achados de
Ikonen et al. (2000). Esses autores desenvolviam um modelo de
transplante traqueal ortotépico alogénico em ratos, sem uso de
imunossupressao, para estudo da bronquiolite obliterante, uma grave
complicacédo tardia do transplante pulmonar. Neste estudo, os autores
demonstraram que a regido do enxerto apresentava sinais de um processo
agudo de rejeicdo nos primeiros dias apos o transplante. Contudo, a este

processo se seguia uma substituicdo do epitélio respiratério do doador pelo
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epitélio do receptor na regido do enxerto dos ratos sobreviventes. Essa
substituicdo epitelial estava associada a diminuicdo do infiltrado
inflamatério do enxerto no pés-operatorio tardio.

Ito et al. (2002) também evidenciaram a substituicdo epitelial em um
modelo de transplante tragueal ortotépico e heterotopico, sequencial, em
ratos alogénicos. Foi observado que a substituicdo do epitélio respiratério do
doador pelo epitélio do receptor ocorria cerca de 15 dias apos o transplante.
Também foi demonstrado que ratos tratados com tacrolimus, um farmaco
imunossupressor largamente empregado em pacientes transplantados,
evoluiam para rejeicdo do enxerto. Os autores atribuiram esse fato a inibicéo
do processo de substituicdo epitelial pelo tacrolimus. De fato, Ito et al.
(2004) observaram uma sobrevida elevada de ratos submetidos a
transplante traqueal ortotopico alogénico nos quais a imunossupressao com
tacrolimus teve o inicio retardado para 10 dias apds o transplante.

Genden et al. (2003a) utilizaram um modelo experimental semelhante
ao de Ito et al. (2002), e também evidenciaram a substituicdo do epitélio
respiratorio do doador pelo epitélio do receptor, em enxertos traqueais
ortotopicos implantados em ratos alogénicos. Esses autores denominaram o
fenbmeno de reepitelizacdo. Genden et al. (2003a) observaram ainda que
nos enxertos traqueais heterotépicos ndo houve reepitelizacdo, favorecendo
a hipotese de que as células epiteliais do receptor se originam da prépria via
aérea. O uso de ciclosporina A (outro farmaco imunossupressor muito
utilizado clinicamente) pareceu favorecer o processo de reepitelizagcéo, ao

contrario do que foi observado com o tacrolimus. Genden et al. (2003b)
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demonstraram que quando o transplante traqueal ortotopico € seguido de
imunossupressdo com ciclosporina A, 0 tempo necessario para
reepitelizacdo € menor do que aquele observado em ratos transplantados
sem imunossupressao. Também foi evidenciado que a reepitelizacdo ocorre
inicialmente na parede posterior do enxerto traqueal, progredindo a partir dai
para toda a sua circunferéncia (Genden et al., 2003b).

Dada a evidéncia da reepitelizacdo, foi aventada a possibilidade de
gue a imunossupressao prolongada poderia ser dispensavel em individuos
submetidos a transplante traqueal ortotopico. Nessa condicdo, a
imunossupressao talvez fosse necessaria apenas por um periodo curto apos
o transplante. Para testar essa hipotese, Cleven et al. (2005) utilizaram um
modelo de transplante tragueal ortotépico e heterotdpico, sequencial, em
ratos alogénicos. A imunossupressao foi mantida com ciclosporina A por 50
dias ap6s o transplante, seguida por um periodo de mais 50 dias sem
imunossupressao. Os autores observaram que nao houve evidéncias de
rejeicdo crbnica nessas condi¢cdes, apesar de um aumento na resposta
especifica de linfécitos T citotéxicos.

O fenébmeno da reepitelizacdo, apesar de ainda incompletamente
compreendido, deu um novo alento a possibilidade de utilizagéo clinica do
transplante traqueal. Uma vez que o epitélio é o principal responsavel
pela imunogenicidade da traquéia, e uma vez que o epitélio do doador é
substituido progressivamente pelo epitélio do receptor, ndo existiria mais

a necessidade de imunossupressdo prolongada ap6s o transplante

traqueal.
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1.4.2 Vascularizacédo do enxerto traqueal

1.4.2.1 Anatomiadairrigacao traqueal

As evidéncias que se acumularam sobre a utilizacdo de enxertos
tragueais tornam clara a necessidade da vascularizacdo do enxerto para o
sucesso do transplante de via aérea (Grillo, 2002). Contudo, a
vascularizacdo do enxerto traqueal € dificultada pelas particularidades
anatbmicas da sua irrigacdo sanguinea. A irrigacdo da traquéia se da de
forma segmentar, ndo havendo ramo arterial ou venoso principal para o
orgdo. A metade proximal da traquéia € irrigada por trés ramos
tragueoesofagicos da artéria tiredidea inferior, dois dos quais também
contribuem para a irrigacdo do esbéfago. A artéria tiredidea superior também
contribui, embora de forma menos importante, para a irrigacéo traqueal, uma
vez que irriga o istmo da tiredide e também se anastomosa com a artéria
tiredidea inferior. A metade distal da traquéia e a carina traqueal sao

irrigadas por ramos das artérias brénquicas (Grillo, 2004a).

1.4.2.2 Revascularizagédo do enxerto traqueal

A revascularizacdo dos enxertos traqueais através dos tecidos
adjacentes s6 costuma ocorrer 12 a 15 dias apés o implante (Siegelman et al.,
1977; Sung e Won, 2001). Este periodo de isquemia elevado torna inviavel o
implante de enxertos traqueais longos sem o uso de estratégias especificas de

vascularizagdo. Para contornar este problema, foram propostos varios métodos
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de revascularizacdo do enxerto traqueal. Estes métodos podem ser
classificados em indiretos, diretos ou farmacolégicos (Nakanishi, 2007).

Entre os métodos de revascularizacdo indireta mais estudados estao
a transposicdo muscular, o retalho de pleura e a transposicdo de omento
(Rose et al., 1979; Morgan et al., 1982; Fell et al., 1985; Anderson e Miller,
1995). Dentre estes, o0 método que promove uma revascularizacdo mais
efetiva é a transposicdo de omento. Contudo, a irrigacdo sanglinea de
enxertos traqueais ortotépicos através do omento sé comeca a ser efetiva
apos 4 a 5 dias (Hirata et al., 1992).

Alguns métodos de revascularizacdo direta também foram descritos.
A grande vantagem desses métodos é a Obvia revascularizacéo imediata do
enxerto. Macchiarini et al. (1995a e 1995b) descreveram modelos de
transplante traqueal e esofagico, heterotopico e ortotopico, com
revascularizacdo arterial e venosa direta em porcos. Apesar do sucesso na
revascularizacdo no seguimento de 30 dias na maioria dos casos, a técnica
empregada é considerada tecnicamente complicada, sendo dificiimente
aplicavel no contexto clinico (Pégo-Fernandes e Azevedo-Pereira, 2009).

Entre os métodos de revascularizacdo farmacoldgica estdo o uso
sistémico de corticosteroides, associados ou ndo a prostaglandinas, e a
aplicacao topica de fatores de angiogénese (Inui et al., 1993; Smith et al.,
1994; Albes et al., 1994; Jadczuk, 1998). Olech et al. (1991) testaram pela
primeira vez o uso tépico de uma substancia angiogénica, o fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF, do inglés basic fibroblast growth

factor). Os autores associaram essa substancia a transposicdo de omento,

em um modelo de autotransplante traqueal heterotopico em coelhos. Neste
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trabalho, os autores ndo observaram beneficio no uso de bFGF. Contudo,
Albes et al. (1994) realizaram um experimento semelhante, também em
coelhos, utilizando uma base de cola de fibrina embebida com uma dose de
bFGF cerca de 250 vezes maior do que a administrada por Olech et
al.(1991). Com a dose maior de bFGF, foi evidenciado um aumento
significativo na revascularizagcdo do enxerto 14 dias ap0s o transplante.
Mayer et al. (1991), utiizando um modelo de autotransplante traqueal
heterotopico em ratos, também demonstraram melhora na revascularizacéo
precoce no grupo em que o bFGF era administrado continuamente através
de uma minibomba osmotica. Sung e Won (2001), utilizando um modelo de
autotransplante ortotépico em coelhos, demonstraram que o0 uso tépico
isolado de bFGF melhora a revascularizacdo precoce dos enxertos, quando
comparado com a transposicdo de omento. Em um modelo de
autotransplante de uma porcdo da parede anterior da traquéia em coelhos,
Dodge-Khatami et al. (2001) também observaram melhora da
revascularizacdo dos enxertos com o uso de um fator de angiogénese.
Neste caso, 0s enxertos eram previamente embebidos em uma solucao
composta por fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés
vascular endothelial growth factor).

O uso toépico de fatores de crescimento parece ser 0 método mais
promissor de revascularizagdo de enxertos traqueais. O uso dessas
substancias se compara em efetividade aos métodos de revascularizacao
direta, com a vantagem de ser tecnicamente de muito mais facil execucao

(Nakanishi, 2007).
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1.5 Isquemia e preservacao traqueal

Véarios avancos foram obtidos nos dltimos anos no ambito da
imunobiologia traqueal e dos métodos de revascularizacdo do enxerto.
Contudo, o transplante traqueal ndo sera exequivel clinicamente sem o
conhecimento detalhado dos efeitos da isquemia sobre a funcionalidade do
enxerto traqueal. Mormente no que diz respeito aos efeitos da isquemia
sobre a depuracao mucociliar.

Alguns autores acreditam que devido a sua estrutura anatdbmica e
funcional, a traquéia apresentaria necessidades metabdlicas menores do
gue a maioria dos outros érgéos soélidos (Nakanishi et al., 2000). Desta feita,
0 enxerto traqueal poderia ser submetido a isquemia durante periodos
maiores do que aqueles suportados por outros 6rgaos. Entretanto, outros
autores advertem que periodos de isquemia muito prolongados podem levar
a necrose, estenose e deiscéncia do enxerto traqueal (Sung e Won, 2001).
Por este motivo, a utilizacao de estratégias de preservacao especificas seria
fundamental para a manutencéo da viabilidade do enxerto traqueal.

A principal funcdo das estratégias de preservacdo de 6rgaos sélidos &
prover o enxerto das condicdes necessarias para seu adequado
funcionamento apdés o implante. Portanto, a preservacdo traqueal visa
principalmente: 1) a manutencao das propriedades biomecéanicas do enxerto,
a fim de permitir a adequada conducdo de ar para a hematose; e 2) a
manutencdo da adequada depuragdo mucociliar até que se complete a

reepitelizacao.
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1.5.1 Solucbdes de preservacao

Uma das estratégias utilizadas para diminuir os efeitos da isquemia e,
principalmente, da lesdo de isquemia-reperfusdo sobre os érgdos sélidos € a
administracdo de solucdes de preservacao (de Perrot et al.,, 2003). Trés
objetivos sdo almejados com o uso das solucdes de preservacao: a) o rapido
resfriamento do enxerto, e a retirada de sangue e coagulos de sua
vasculatura; b) a prevencdo do edema celular e intersticial; e c) a prevencao
da acidose celular excessiva (Panzera et al., 2005). Para alcancar esses
objetivos, varias solucdes foram desenvolvidas. Estas solucbes podem ser
classificadas em dois grupos principais, a saber, solu¢cdes do tipo intracelular
e solucdes do tipo extracelular (Kelly, 2000). As solu¢cBes de preservacao do
tipo intracelular apresentam alta concentracdo de potassio e baixa
concentracdo de sédio. Sdo exemplos de solucbes do tipo intracelular a
Euro-Collins e a solucdo da Universidade de Wiscosin. As solucbes de
preservacao do tipo extracelular apresentam baixa concentracdo de potassio
e alta concentracdo de sbédio. Como exemplos de solu¢cdes do tipo
intracelular podem ser citadas a LPD-glicose e a Celsior (Kelly, 2000; de
Perrot et al., 2003).

A solugcdo mais utllizada para preservacdo pulmonar e,
consequentemente, de vias aéreas € a LPD-glicose. Esta solucdo € a Unica
desenvolvida especialmente para pulm&o. Suas vantagens principais sao a baixa
concentracdo de potassio e a presenca de dextrano 40. Este polissacarideo

contribui para melhorar o fluxo na microcirculagdo pulmonar e preserva a



Introducdo 14

interface endotélio-epitélio, reduzindo a intensidade de extravasamento de agua
e proteinas quando da reperfusdo (Keshavjee et al., 1992).

A partir de estudos sobre solucdes de cardioplegia para uso em
cirurgias cardiacas no final da década de 1970, foi desenvolvido outro tipo de
solucdo de preservacdo, chamada solucdo Histidina-Triptofano-Cetoglutarato
(HTK) (Bretschneider, 1980). Apesar de ser considerada como uma solucéo
de preservacdo do tipo extracelular, a HTK apresenta baixas concentracdes
tanto de potassio como de sédio (Muhlbacher et al., 1999). A HTK também
difere das outras solucfes por dispor de histidina como sistema tampé&o e nao
de sais de bicarbonato ou fosfato (Muhlbacher et al., 1999). Alguns estudos
clinicos mostraram equivaléncia da HTK em comparacdo com a solucédo da
Universidade de Wiscosin no transplante hepatico, renal e pancreético,
havendo vantagem da HTK pelo menor custo (Becker et al., 2007; Feng et
al.,2007; Klaus et al., 2007). Entretanto, poucos estudos avaliaram o uso de
HTK em preservacao pulmonar. Utilizando um modelo de isquemia morna em
porcos, Luh et al. (2004) observaram melhora da lesdo de isquemia-
reperfusdo quando a HTK foi utilizada em comparacdo com a Euro-Collins.
Warnecke et al. (2002) também evidenciaram melhora na lesédo de isquemia-
reperfusdo com a HTK quando comparada com a Euro-Collins em pulmdes de
porcos submetidos a periodos curtos de isquemia fria. Contudo, esses autores
ndo observaram beneficio da HTK em relacdo ao Celsior nesse modelo
(Warnecke et al. 2002).

Apesar do conhecimento acumulado sobre as solugdes de

preservagao no transplante pulmonar, o uso de solugbes para preservacao



Introducdo 15

especifica de enxertos traqueais ainda € muito pouco estudado. Macchiarini
et al. (1995a) estudaram o efeito da Euro-Collins, administrada por via
intravascular, sobre enxertos traqueais em um modelo de transplante em
porcos. Foi evidenciado que, os enxertos submetidos a um periodo de até 3
a 4 horas de isquemia fria, apresentavam o epitélio respiratério e a
musculatura lisa preservados morfologicamente apdés o implante. Os
mesmos autores também analisaram o efeito da preservacdo com Euro-
Collins apds tempos de isquemia mais prolongados sobre a viabilidade do
enxerto tragueal em um modelo semelhante (Macchiarini et al., 1995b). Foi
observado que, apdés serem submetidos a um periodo de isquemia fria de
até 15 horas, os enxertos se mantinham viaveis. Contudo, todos os enxertos
submetidos a isquemia por 24 horas evoluiram com necrose poucos dias
apos o implante.

O uso de solucbes de preservacdo por via intravascular para a
preservacdo de enxertos traqueais € factivel, mas apresenta problemas
técnicos semelhantes aqueles enfrentados para a vascularizacdo direta do
enxerto. A irrigacdo segmentar da traquéia torna a perfusédo dificil de ser
executada clinicamente. Por esse motivo, foi aventada a possibilidade de
utilizar uma via tecnicamente mais facil para a administracdo das solugdes
de preservacdo: a administracéo tépica. Teoricamente, duas caracteristicas
anatdbmicas da traquéia favorecem o0 uso toépico das solucdes de
preservacao. Primeiro, a estrutura cartilaginosa semi-rigida mantem o limen
traqueal aberto mesmo ap0s a extragdo do enxerto, favorecendo a

exposicdo continua do epitélio traqueal. Segundo, a traquéia € um 6érgao



Introdugdo 16

tubular, formado fundamentalmente por finas camadas de tecido epitelial,
conjuntivo frouxo, cartilaginoso e muscular liso, perfazendo cerca de apenas
03 mm de espessura (Grillo, 2004a). Essa disposicdo anatdomica tornaria
possivel a difusdo, ao menos parcial, de substancias presentes nas solucdes
de preservacao para os tecidos tragueais.

A efetividade da estratégia de administracdo de solucdes de
preservacao por via topica deve ser testada pela avaliacdo do impacto desta
estratégia na manutencdo das funcdes do enxerto traqueal. Uma dessas
funcbes, a depuracdo mucociliar, se mantem mesmo apos a retirada do
enxerto (Pazetti et al., 2007). Portanto, a avaliacdo morfologica e funcional do

enxerto traqueal antes do implante seria ndo s6 possivel como necessaria.

1.6 O epitelio respiratorio e a depuracdo mucociliar

O epitélio respiratdrio € uma camada celular continua, presente nas vias
aéreas proximais e em suas ramificacdes até cerca da 232 geracdo. Nas vias
aéreas maiores, o epitélio respiratorio € pseudoestratificado, tornando-se
colunar ou cubdide nas pequenas vias aéreas. As células mais importantes do
epitélio respiratério humano sédo as ciliadas, colunares, indiferenciadas,
secretoras, de Clara e basais (Crystal et al., 2008). Dentre as fungbes do
epitélio respiratorio, duas delas podem ser apontadas como as mais
importantes. Uma dessas fun¢des € a manutencéo da permeabilidade das vias

aéreas, permitindo a conducdo adequada de ar entre 0 meio ambiente e os
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alvéolos (Qu et al., 2005). A outra funcéo é a defesa do sistema respiratorio,
pela acdo da depuracao mucociliar (Houtmeyers et al., 1999).

Diariamente, o ser humano inala cerca de 12.000 litros de ar do meio
ambiente, carreando cerca de 25 milhdes de particulas por hora para o
interior das vias aéreas (Seaton et al., 1995). A fim de proteger o sistema
respiratorio dessa agressao continua, o epitélio das vias aéreas desenvolveu
um mecanismo inato chamado depuracdo mucociliar (Knowles e Boucher,
2002). Por meio da depuracdo mucociliar as particulas presentes no ar
inalado se aderem ao muco presente na superficie do epitélio respiratorio,
sao transportadas em sentido proximal para as vias aéreas superiores e, por
fim, sdo expelidas, valendo-se da degluticio ou da tosse. A depuracao
mucociliar ocorre através de um mecanismo complexo, que envolve tanto a
producdo e a manutencdo das propriedades fisicoquimicas do muco, quanto

a propulsdo desse muco por meio do batimento ciliar (Randell et al.,2006).

1.6.1 Oliquido superficial das vias aéreas

O liquido superficial das vias aéreas € uma solugdo aquosa complexa,
com cerca de 6 a 20 microbmetros de espessura, que esta presente sobre o
epitélio respiratorio (Wu et al., 1996). E composto por cerca de 1% de sais
inorganicos; 0,5 a 1% de proteinas livres; 1 a 2% de glicoproteinas ricas em
carboidratos chamadas mucinas; e 95% ou mais de agua (Houtmeyers et al.,
1999; Rogers, 2007). O liguido superficial das vias aéreas é formado por

uma camada mais densa e superficial, chamada muco ou fase gel, e uma
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camada menos densa e mais profunda, chamada liquido periciliar ou fase
sol. O liquido superficial das vias aéreas possui as funcdes de umidificacdo
do ar inalado; Ilubrificacdo do epitélio respiratorio, permitindo o
funcionamento ciliar adequado; inativacdo de agentes agressores exogenos,
quer sejam particulas inorganicas, gases ou microorganismos; e conducéo
desses agentes agressores para fora das vias aéreas, por meio da
depuracdo mucociliar (Rogers, 2007).

A camada de muco do liquido superficial das vias aéreas é composta
principalmente de mucinas. As mucinas sdo macromoléculas ricamente
glicosiladas, produzidas e secretadas pelas células caliciformes do epitélio
respiratorio, e pelas glandulas seromucosas presentes na submucosa das
vias aéreas proximais (Knowles e Boucher, 2002; Rogers, 2007). Sdo as
mucinas que promovem a adesdo dos agentes agressores organicos e
inorganicos ao muco, permitindo a depuracdo satisfatéria das vias
respiratorias. Além disso, a camada de muco parece funcionar como uma
reserva de agua para o liquido periciliar durante certas condicdes que
diminuem a hidratacdo dessa camada, na tentativa de preservar a funcéo
propulsora do epitélio ciliado.

O liquido periciliar € a camada menos densa do liquido superficial das
vias aéreas. Ele esta disposto entre o epitélio respiratério e a camada de
muco. Sua funcdo principal € permitir o batimento adequado dos cilios
presentes no epitélio, promovendo o transporte mucociliar efetivo. Outra
funcéo do liquido periciliar € manter a camada de muco afastada do epitélio

respiratério, evitando que as mucinas presentes no muco adiram as mucinas
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presentes na superficie celular epitelial, o que inibiria a depuracdo mucociliar
provocada pela tosse (Randell et al., 2006).

O liquido superficial das vias aéreas considerado ideal possui um
componente suficientemente elastico capaz de transferir o movimento dos
cilios a camada de muco, e um componente deformavel o suficiente para
promover o deslocamento do muco a partir do batimento ciliar (Saldiva,

1990; Rivero et al., 2001).

1.6.2 As células ciliadas e o batimento ciliar

As células ciliadas tém forma colunar e estdo presentes em toda a
extensdo da arvore traqueobrbnquica. Na traquéia, as células ciliadas séo
mais numerosas nas regides do epitélio respiratério que repousam entre 0s
anéis cartilaginosos (Oliveira et al., 2003). Cada célula ciliada possui cerca
de 200 cilios na superficie apical livre (Sleigh et al., 1988).

Os cilios sdo prolongamentos citoplasmaticos que funcionam como
organelas moéveis, medindo cerca de 6 micrébmetros de comprimento por 0,2
micrébmetros de diametro (Alexander et al., 1975). Cada cilio apresenta em seu
cerne uma rede de nove pares de microtubulos periféricos que envolvem um
par central, formando um padrédo basico 9 + 2. Os cilios se ancoram na célula
ciliada por meio de uma estrutura denominada corpusculo basal (Friedmann e
Bird., 1971). Quimicamente, os cilios sdo formados por heterodimeros de alfa e
beta-tubulina, dineina e mais outras 200 proteinas. E a hidrélise do ATP pela

dineina que promove o batimento ciliar, no sentido proximal, sincrénico, numa
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frequéncia de 10 a 20 Hz (Sleigh et al., 1988). A depender da localizacdo da
célula ciliada na via aérea e da espécie do animal utilizado na avaliacdo, a
guantidade de cilios por célula, o comprimento dos cilios e a freqiéncia de
batimento ciliar podem variar (Joki et al., 1995).

O batimento ciliar apresenta duas fases: uma fase propulsiva, e uma
fase de recuperacao. Na fase propulsiva, o cilio se move no sentido proximal
e sua extremidade penetra cerca de 0,5 micrébmetros na camada de muco e
a impele no mesmo sentido (Smith et al., 2008). Na fase de recuperacéao, 0
cilio se move no sentido distal, retornando para a posi¢ao inicial sem tocar
na camada de muco, ndo havendo, desta forma, movimento efetivo de muco

nesta fase (Smith et al., 2008).

1.6.3 Acéo daisquemia sobre a depuracdo mucociliar

A acdo sobre a depuracdo mucociliar de varios agentes como
temperatura, seccao brénquica e farmacos é conhecida (Houtmeyers et al.,
1999; Rivero et al., 2001; Pazetti et al., 2008). Contudo, existem poucos dados
acerca dos efeitos da isquemia sobre a depuragdo mucociliar. Wagner et al.
(1996) estudaram a acgdo da isquemia na depuragéo mucociliar em um modelo
de hipoperfusdo bronquica seletiva em ovelhas. Neste experimento foi
evidenciada uma reducao significativa na depuragdo mucociliar apés apenas 20

minutos de isquemia. Os efeitos de periodos prolongados de isquemia fria

sobre a depuracdo mucociliar de mamiferos sdo pouco conhecidos.



2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

2.1.1. Avaliar a acdo da isquemia fria sobre a depuracdo mucociliar de

enxertos traq ueais.

2.1.2. Avaliar a acao de solucdes de preservacdo administradas por via

tépica na depuragcdo mucociliar de enxertos tragueais.

2.2 Especificos

2.2.1. Avaliar se 0 uso de solucdes de preservacdo administradas por via
topica é efetivo para a manutencdo da depuracdo mucociliar de enxertos
traqueais submetidos a diferentes periodos de isquemia fria com duracéo de

até 24 horas.

2.2.2. Avaliar se o uso de solucdes de preservacdo administradas por via
topica é efetivo para a manutencdo da integridade morfologica do epitélio
respiratorio de enxertos traqueais submetidos a diferentes periodos de

isquemia fria com duracéo de até 24 horas.



3 METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissédo Cientifica do Instituto do
Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) (Protocolo SCD 3058/07/133) e
pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa da Diretoria
Clinica do HCFMUSP (Protocolo n° 1092/07). O trabalho foi executado no
Laboratério Pesquisa em Cirurgia Toracica (LIM-61) do HCFMUSP, em
associacdo com o Laboratorio de Poluicdo Atmosférica Experimental
(LIM-05) do HCEFMUSP.

A execucao do experimento foi balizada pelos principios éticos da
experimentacdo animal, regidos pela lei n°® 6.638 de 8 de maio de 1979,
revogada pela lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008. Os animais foram
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

3.1 Sacrificio e Obtencao das pecas

Foram utilizados 109 ratos machos da raca Wistar, adultos, com média
de peso 300g. Os animais foram anestesiados com administragéo

intraperitoneal de tiopental sédico (Thiopentax®, Cristalia, Brasil) na dose



Métodos 23

50mg/kg de peso. Apoés a inducao anestésica, 0os animais foram submetidos a
uma cervicoesternolaparotomia. A operacédo foi realizada com técnica limpa,
nao estéril. Apos disseccdo romba do retroperitbnio, foi identificada a aorta
abdominal. Em seguida, foi realizada eutanasia pelo método da
exsanguinacado, por meio da seccdo da aorta abdominal. ApGs a eutanasia, a
traquéia foi cuidadosamente dissecada e extraida. A traquéia foi entdo
seccionada transversalmente, aproximadamente a meia distancia entre o
primeiro anel traqueal e a carina traqueal, obtendo-se um segmento proximal
e outro distal. Cada segmento traqueal foi designado como peca. Cada peca

foi acondicionada imediatamente ap0s a extracdo conforme descrito a seguir.

3.2 Desenho do estudo

O desenho do estudo se pautou na administracdo por via topica de
solucbBes de preservacdo, tendo como base as caracteristicas anatdmicas
préprias da traquéia. Mesmo apds a extracdo, o limen tragueal se mantem
aberto, permitindo a exposicéo constante do epitélio traqueal as solu¢des de
preservacdo quando da administragdo topica. Ainda, a traquéia é composta
por finas camadas de tecido epitelial, conjuntivo frouxo, cartilaginoso e
muscular liso (Grillo, 2004a). Essa disposi¢do anatdomica tornaria possivel a
difusdo, ao menos parcial, de substancias presentes nas solugbes de
preservacdo administradas por via tdpica para os tecidos traqueais. Além

disso, a irrigacdo sanguinea da traquéia se da de forma segmentar, sendo
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ausente um vaso arterial ou venoso traqueal préprio. Esta particularidade
torna a administracao intravascular de solucfes de preservacao dificil de ser
executada no cenario clinico.

As pecas foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos: um
grupo controle + trés grupos experimentais (Grupo Salina, Grupo LPD e
Grupo HTK) (Figura 1).

Nos trés grupos experimentais as pecas foram dispostas em um
recipiente plastico estéril, submergidas em um tipo de solucdo de
preservacdao conforme o grupo e acondicionadas em um refrigerador a
temperatura de 4°C. Cada um dos grupos experimentais era dividido em
quatro subgrupos, conforme o periodo de isquemia fria a que cada peca era
submetida: 06 horas, 10 horas, 16 horas ou 24 horas. A escolha dos tempos
de isquemia se baseou em trabalhos que estudaram o efeito da isquemia e
do uso de solucBes de preservacdo sobre enxertos traqueais (Macchiarini et
al., 1995b; Nakanishi et al., 2000). Ao término do periodo de isquemia
previsto, cada peca foi submetida a avaliagdo funcional conforme descrito a
seguir. Ap6s a avaliacdo funcional, as pecas foram preparadas para
avaliacdo morfologica conforme descrito a seguir.

As pecas incluidas no grupo controle foram analisadas logo apés a
extragdo, nao sendo submergidas em solugcdo de preservacdo nem

submetidas a periodos de isquemia.
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n=217 (pecas)

[
Grupo Controle Grupo Salina Grupo LPD Grupo HTK
n=08 n=42 n=86 n=81

Salina-6h LPD-6h HTK-6h
= n=21 n=20

Salina-10h LPD-10h
= n=20

Salina-16h

Salina-24h

Figura 1: Desenho do estudo

Segue a descri¢ao dos grupos de estudo:

— Grupo Controle: Composto de 04 ratos — 08 pecas.

— Grupo Salina. Composto de 21 ratos, utilizando-se soro fisiologico como

solucéo de preservacao, dividido em:
Salina-6h: Composto por 10 pecas com tempo de isquemia de 06
horas.
Salina-10h: Composto por 11 pecas com tempo de isquemia de 10
horas.
Salina-16h: Composto por 10 pecas com tempo de isquemia de 16
horas.
Salina-24h: Composto por 11 pecas com tempo de isquemia de 24

horas.
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— Grupo LPD. Composto de 43 ratos, utilizando-se LPD-glicose como
solucéo de preservacao, dividido em:
LPD-6h: Composto por 21 pecas com tempo de isquemia de 06
horas.
LPD-10h: Composto por 20 pecas com tempo de isquemia de 10
horas.
LPD-16h: Composto por 21 pecas com tempo de isquemia de 16
horas.
LPD-24h: Composto por 24 pecas com tempo de isquemia de 24
horas.
— Grupo HTK. Composto por 41 ratos, utilizando-se Histidina-Triptofano-
Cetoglutarato como solucéo de preservacao, dividido em:
HTK-6h: Composto por 20 pecas com tempo de isquemia de 06
horas.
HTK-10h: Composto por 20 pecas com tempo de isquemia de 10
horas.
HTK-16h: Composto por 19 pecas com tempo de isquemia de 16
horas.
HTK-24h: Composto por 22 pecas com tempo de isquemia de 24

horas.

Nos grupos LPD e HTK foram incluidas cerca de duas vezes mais
pecas do que no grupo Salina. Isto ocorreu pelo fato do grupo Salina

apresentar a funcdo de controle negativo para os demais grupos. O
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conhecimento prévio sobre a diminuicdo da depuragcdo mucociliar com o0 uso
da solucéo salina em modelos experimentais, e a sabida auséncia de funcéo
preservadora da solucdo salina para outros orgaos solidos foram a base

desta consideracéao (Trindade et al., 2007).

3.3 Avaliacao funcional

A funcédo de depuracdo mucociliar do epitélio traqueal foi avaliada pelas
medidas da velocidade de transporte mucociliar in situ e pela medida da
frequéncia de batimento ciliar. Ambas as andlises funcionais foram realizadas

no Laboratorio de Poluicdo Atmosférica Experimental (LIM-05) do HCFMUSP.

3.3.1 Analise da velocidade de transporte mucociliar in situ

ApoOs o tempo de isquemia previsto, cada peca foi seccionada no
plano longitudinal, na transicdo entre as porcdes cartilaginosa e
membranacea, para exposicao do epitélio. A peca preparada foi disposta em
um microscopio de luz (Olympus BX50, Jap&o), com aumento final de 100
vezes, equipado com uma ocular reticulada (Figura 2).

Inicialmente, foi identificada a movimentacdo das particulas de muco
na superficie do epitélio. Em seguida foi registrado o tempo em segundos
necessario para que uma particula de muco percorresse a distancia de 50

micrébmetros. A medida obtida foi convertida para milimetros por minuto
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(mm/min). Cada peca teve a velocidade de transporte mucociliar in situ
auferida trés vezes. A média aritmética das trés aufericdes foi utilizada para
a andlise estatistica. As medidas foram realizadas por apenas um avaliador,

0 qual desconhecia a que grupo pertencia cada peca.

Figura 2: Equipamentos utilizados para medida da velocidade de transporte
mucociliar in situ e da freqiéncia de batimento ciliar. C = cémera filmadora;
E = estroboscépio; F = fibra 6ptica; M = monitor de freqiéncia; Ml = monitor de

imagem; MO = microscopio Gptico; O = ocular reticulada

3.3.2 Medida da freqiiéncia de batimento ciliar

Logo ap6s a medida da velocidade de transporte mucociliar in situ, foi
realizada a medida da frequéncia de batimento ciliar pela técnica videoscopica.

As imagens do epitélio traqueal foram captadas por uma camara
filmadora (Sony 3CCD Iris, Japéo) acoplada ao microscopio de luz, e enviadas
para um monitor de video (Sony Triniton, Japao) (Figura 2). Um estroboscopio

(Machine Vision Scrobe 5000, U.S.A.) foi colocado em frente ao epitélio
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traqueal, emitindo lampejos em determinada freqiiéncia, que era expressa
numericamente por um microcomputador acoplado ao estroboscoépio.

Ao mesmo tempo em que a imagem do epitélio traqueal gerada no
monitor era observada, a frequéncia de emissdo do estroboscopio era
gradativamente diminuida, até o momento em que ndo era mais possivel a
percepcdo do movimento ciliar. Neste momento, o mesmo valor da
frequéncia de emissdes do estroboscépio registrada no computador era
atribuido ao batimento ciliar, em Hertz (Hz). Para cada peca a freqiéncia de
batimento ciliar foi auferida trés vezes, sendo que a média aritmética das
trés aufericbes foi utilizada para a andlise estatistica. A medida da
frequéncia de batimento ciliar foi realizada por pelo menos dois avaliadores,

0s quais desconheciam a que grupo pertencia cada peca.

3.4 Avaliacdo Morfolégica

3.4.1 Microscopiade Luz

Apés a avaliacdo funcional, cada peca foi fixada em solucéo
tamponada de formaldeido a 4% por trés horas e conservada em solucdo
alcodlica a 70% até ser embebida em parafina. Os blocos de parafina foram
cortados com espessura de O05um, sendo obtidos de cada peca,
aleatoriamente, nove cortes. Os nove cortes de cada peca foram dispostos
em trés laminas (trés cortes para cada lamina), sendo realizadas trés

coloracOes diferentes conforme segue. Cada lamina recebia apenas uma
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das trés colora¢cfes. Para avaliar a les@o traqueal associada a isquemia foi
utilizada hematoxilina e eosina. Para quantificar o muco estocado nas
células secretoras do epitélio traqueal foram utilizadas duas coloracdes: o
acido periodico - Schiff (periodic acid-Schiff - PAS), para as substancias

neutras do muco; e o azul de alcido, para as substancias acidas do muco.

3.4.1.1 Hematoxilina e eosina

As laminas histolégicas coradas com hematoxilina e eosina foram
examinadas com o auxilio de um microscépio de luz (Axioskop 2 plus, Zeiss,
Alemanha). Cada lamina foi avaliada por trés observadores independentes,
os quais desconheciam a que grupo cada peca pertencia. As analises foram
realizadas com o auxilio de uma escala semiquantitativa baseada no

trabalho de Qu et al (2005).

3.4.1.1.1 Avaliacdo da integridade epitelial

A integridade epitelial foi auferida pela utilizacdo de uma escala

semiquantitativa. A escala apresentava trés graduacdes:

- 01 (pouca integridade), quando o epitélio respiratorio estava
presente em até 1/3 da superficie traqueal interna;

- 02 (integridade moderada), quando havia epitélio respiratério
presente em mais que 1/3, mas menos que 2/3 da superficie
traqueal interna;

- 03 (integridade alta), quando havia epitélio respiratorio em mais

gue 2/3 da superficie traqueal interna.
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A quantificacao final foi obtida ou pela concordéancia da graduacéo
estipulada para cada lamina por pelo menos dois observadores ou, em caso
de divergéncia entre os trés observadores, pela graduacdo do observador

sénior.

3.4.1.1.2 Avaliacdo dainflamacao subepitelial

A inflamacdo subepitelial foi auferida pela graduacdo da infiltragao
celular subepitelial valendo-se de uma escala semiquantitativa. A escala
apresentava trés graduacoes:

- 01 (inflamagéo leve), quando havia infiltragdo celular esparsa ou

difusa, sem a presenca de ilhas de infiltrado denso;

- 02 (inflamacdo moderada), quando havia infiltracdo celular mais

intensa, com até duas ilhas de infiltrado denso:;

- 03 (inflamacao intensa), quando havia uma camada espessa de

infiltragé@o celular, ou mais de duas ilhas de infiltrado denso.

A quantificacdo final foi obtida ou pela concordancia da graduacgéo
estipulada para cada lamina por pelo menos dois observadores ou, em caso
de divergéncia entre os trés observadores, pela graduacdo do observador

sénior.
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3.4.1.2 Azul de alcidao e PAS

As coloracfes azul de alcido e PAS foram utilizadas para quantificar o
muco presente nas células secretoras do epitélio respiratorio submetido a
isquemia. Foi utilizado o programa Axiovision 4.7 (Zeiss, Alemanha),
instalado em um microcomputador conectado a uma céamara fotografica
digital (Axiocam, Zeiss, Alemanha). Esta camara fotografica digital estava
acoplada a um microscopio de luz (Axio Imager.Al, Zeiss, Alemanha).

Inicialmente, cada lamina foi disposta no microscopio de luz com
aumento final de 400 vezes, sendo identificada a regido mais preservada do
epitélio. Em seguida a imagem foi captada pela camara fotografica digital
(figura 3). ApOs a captacdao da imagem, a coloracdo alvo era determinada
pelo pesquisador (figura 4). Em seguida, a area do epitélio era delimitada
pelo pesquisador (figura 5). Posteriormente, o programa de computador
guantificava o percentual de area corada em relacdo a area total delimitada.
Tanto a identificacdo da area do epitélio no microscopio de luz, quanto a
delimitacdo da area de epitélio no programa de computador foram realizadas
por um pesquisador analisador do Servico de Patologia do Instituto do

Coracdo do HCFMUSP.
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Figura 3: Captagcdo da imagem a partir de lamina corada com PAS pela camara

fotogréafica digital. Imagem inserida no programa de computador analisador de
imagem para quantificacdo do percentual de area corada (aumento 400x)
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Figura 5: Delimitacdo do epitélio respiratério pelo pesquisador,

com uso do
programa de computador, para quantificacdo do percentual de &rea corada
(aumento 400x).
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3.4.2 Microscopia eletrénica de transmisséo

De cada peca foi obtido um pequeno fragmento logo apés a avaliacédo
funcional. Os fragmentos foram fixados com glutaraldeido a 2% e acido
tanico a 0,1%, dissolvidos em tampéo cacodilato de sodio 0,1M de pH 7,2
durante 2 horas em uma geladeira. A seguir, 0 material foi lavado em uma
solucédo contendo tampéo cacodilato de sddio 0,1M de pH 7,2 e sacarose
0,2M durante 1 hora, também na geladeira. Em seguida, o material foi pés-
fixado em uma solucédo de tetroxido de 6smio a 1,0% em tampéo cacodilato
de sédio 0,1M de pH 7,2 durante 1 hora na geladeira. Apds passagem pela
solucdo de lavagem, o material foi desidratado em gradiente de etanol
durante 1 hora. A etapa de pré-inclusédo consistiu de passagens em misturas
de acetona e resina (1:1, 1:2, 1:3) durante 3 horas, sendo que a inclusdo em
resina pura durou 24 horas.

Apos 72 horas de polimerizacdo da resina, os blocos foram cortados
em um ultramicrotomo Reichert Ultracut S, e foram obtidos cortes semifinos
(0,5um), corados a quente (aproximadamente 70°C) em solucdo de azul de
toluidina (1,259 de carbonato de sédio; 0,50g de azul de toluidina O; 50ml de
agua destilada). Apos escolha da area mais adequada para observagao, 0s
cortes ultrafinos, dourados, com aproximadamente 90nm de espessura,
foram obtidos no mesmo ultramicrotomo e contrastados por acetato de
uranila a 2%, durante 30 minutos e por citrato de chumbo a 0,5% durante
10minutos. Os cortes ultrafinos foram estudados e eletromicrofotografados

em microscopio eletrénico Jeol 1200EXII (Japao).
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O processamento dos fragmentos teciduais até a fase de inclusdo em
resina pura foi realizado pelo Servico de Microscopia Eletrénica do Centro
Multiusuario dos Laboratérios de Investigacdo Médica do HCFMUSP. O
processamento e realizacdo dos cortes semifinos e ultrafinos, bem como a
analise e interpretacdo das microfotos obtidas foi realizada pelo Centro de
Microscopia Eletrénica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP) e pelo Servico de Patologia do Instituto do
Coracdo do HCFMUSP.

Para a avaliacdo por microscopia eletrénica de transmisséo, foram
selecionadas as amostras das pecas daqueles subgrupos que apresentaram
maiores alteracbes as analises funcionais e a analise morfologica a
microscopia de luz, além de amostras do grupo Controle. Cada amostra foi
submetida a cortes semifinos como ja descrito neste item, sendo
identificadas aquelas mais adequadas para analise em cortes ultrafinos. As
analises foram realizadas tendo como padrdo normal as
eletromicrofotografias obtidas do grupo Controle. A andalise das
eletromicrofotografias foi iniciada pela identificacdo das células que
comumente compdem o epitélio respiratério, bem como de possiveis
alteracbes na sua morfologia habitual. A seguir, foram procuradas figuras
associadas a lesdo celular, como vacuolizacbes citoplasmaticas,
desagregacao da membrana celular e diminuicdo qualitativa da densidade
ciliar. Também foi analisada a presenca de figuras sugestivas de necrose ou

morte celular programada (apoptose).
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3.5 Analise Estatistica

Para estudo do efeito da isquemia fria sobre a depuracdo mucociliar,
foram analisados os dados obtidos das pecas do grupo Controle em
comparacao com as demais pecas, agrupadas de acordo com os tempos de
isquemia (6, 10, 16 e 24 horas).

Para estudo dos efeitos do uso tépico das solucdes de preservacao,
as analises dos resultados foram realizadas pela comparacdo entre o0s
quatro grupos (grupo Controle, Salina, LPD e HTK) em cada periodo de
isquemia isoladamente.

Para avaliacdo da normalidade dos dados numéricos foi utilizado o
teste de Kolmogorov-Smirnov. A igualdade das variancias foi avaliada pelo
teste de Levene. Os dados numéricos assimétricos foram expressos em
mediana (desvio interquartilico). Os dados numéricos normais foram
expressos em meédia + desvio padrdo. Os dados categoricos foram
expressos em percentagem.

Para a verificacdo de diferenca entre os quatro grupos, foi utilizada a
analise de variancias (ANOVA) de um fator ou o teste de Kruskal-Wallis,
conforme mais adequado para variaveis numéricas. Foi utilizado o pds-teste
de Bonferroni para comparacdo de médias apds a ANOVA. A correcdo de
Bonferroni foi utilizada para comparagdo entre 0s grupos apos o teste de
Kruskal-Wallis (Field, 2009). O teste do Qui-quadrado foi utilizado para

verificar a diferenca das variaveis categoricas entre 0s grupos.



Métodos 37

Foi considerada significancia estatistica quando o valor de p foi menor
que 0,05. Todos os testes foram executados com auxilio do programa de

computador SPSS, versédo 13.0.



4  RESULTADOS

4.1 Acéo daisquemia fria sobre a depuragcao mucociliar

4.1.1 Avaliacao funcional

4.1.1.1 Anélise da velocidade de transporte mucociliar in situ

As medidas de dispersdo para a velocidade de transporte mucociliar

in situ estado expostos na figura 6:
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Figura 6: Velocidade de transporte mucociliar in situ (em mm/min) quanto ao tempo
de isquemia. Grupo Controle: 0,109(0,106); 6h: 0,010(0,043); 10h: 0,019(0,053);
16h: 0(0,32); e 24h: 0(0,024). * = diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo Controle e os demais grupos (p=0,003)
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4.1.1.2 Medida da frequéncia de batimento ciliar

As medidas de dispersao para a freqtiéncia de batimento ciliar estao

expostas na figura 7:
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Figura 7: Frequéncia de batimento ciliar (em Hz) quanto ao tempo de isquemia.
Grupo Controle: 15,17(6,48); 6h: 13,78(1,95); 10h: 13,59(2,67); 16h: 13,25(2,68); e
24h: 12,66(4,38). * = diferenca estatisticamente significativa entre grupo Controle e

0s demais grupos (p=0,03)
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4.1.2 Avaliacdo morfologica

4.1.2.1 Microscopiade luz

4.1.2.1.1 Hematoxilina e eosina
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
Controle e os grupos dos diversos tempos de isquemia quanto a integridade
epitelial (p=0,13) e a inflamacao subepitelial (p=0,40).
4.1.2.1.2 Percentual da area de epitélio respiratério corada com
azul de alcido
As medidas de dispersao para o percentual de area corada com azul

de alcido estdo expostas na figura 8:
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Figura 8: Percentagem de area corada por azul de alcido quanto ao tempo de
isquemia. Grupo Controle: 10,96+4,51; 6h: 6,90+5,82; 10h: 5,54+5,66; 16h:
6,15+4,04; e 24h: 5,37+4,32. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p=NS)
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41.21.3 Percentual da area de epitélio respiratério corada com PAS
As medidas de dispersdo para o percentual de area corada com PAS

estdo expostas na figura 9:
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Figura 9: Percentagem de area corada por PAS quanto ao tempo de isquemia.
Grupo Controle: 16,55+9,72; 6h: 13,8748,65; 10h: 11,24+6,56; 16h: 12,55+8,20; e
24h: 11,44+5,88. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p=NS)
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4.2 Acéao das solucdes de preservacédo de uso tépico sobre

a depuracédo mucociliar

4.2.1 Avaliacao funcional

4.2.1.1 Andlise da velocidade de transporte mucociliar in situ

As medidas de dispersao para a velocidade de transporte mucociliar

in situ estdo expostos nas figuras a seguir:
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Figura 10: Velocidade de transporte mucociliar in situ (em mm/min) apés 6 horas de
isquemia. Grupo Controle: 0,109(0,106); LPD-6h: 0(0,039); HTK-6h: 0,032(0,045); e

Salina-6h: 0(0,024). * = diferenca estatisticamente significativa entre o grupo

Controle e os demais grupos (p=0,001).
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Figura 11: Velocidade de transporte mucociliar in situ (em mm/min) apés 10 horas
de isquemia. Grupo Controle: 0,109(0,106); LPD-10h: 0,026(0,051); HTK-10h:

0,019(0,064); e Salina-10h: 0,007(0,031).

significativa entre o grupo Controle e o grupo LPD-10h (p=0,03).
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Figura 12: Velocidade de transporte mucociliar in situ (em mm/min) apés 16 horas
de isquemia. Grupo Controle: 0,109(0,106); LPD-16h: 0,015(0,033); HTK-16h:
0(0,035); Salina-16h: 0(0,034). * = diferenga estatisticamente significativa entre o

grupo Controle e os demais grupos (p=0,009).
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Figura 13: Velocidade de transporte mucociliar in situ (em mm/min) apés 24 horas
de isquemia. Grupo Controle: 0,109(0,106); LPD-24h: 0,009(0,042); HTK-24h:
0,005(0,043); Salina-24h: 0(0). * = diferenca estatisticamente significativa entre o

Grupo Controle e os demais grupos (p=0,001).

A andlise estatistica evidenciou que:

1) O grupo Controle apresentou maior velocidade de transporte

mucociliar in situ quando comparado aos grupos Salina-6h e

LPD-6h (p=0,001).

2) O grupo Controle apresentou maior velocidade de transporte

mucociliar in situ quando comparado ao grupo LPD-10h (p=0,03).

3) O grupo Controle apresentou maior velocidade de transporte

mucociliar in situ quando comparado aos grupos Salina-16h,

LPD-16h e HTK-16h (p=0,009).

4) O grupo Controle apresentou maior velocidade de transporte

mucociliar in situ quando comparado aos grupos Salina-24h,

LPD-24h e HTK-24h (p=0,001).
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4.2.1.2 Medida da frequéncia de batimento ciliar

As medidas de disperséo para a frequéncia de batimento ciliar estao

expostas nas figuras a seguir:
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Figura 14: Frequéncia de batimento ciliar (em Hz) apdés 6 horas de isquemia. Grupo
Controle: 15,17(6,48); LPD-6h: 13,86(3,93); HTK-6h: 14,00(1,51); e Salina-6h:
12,67(4,35). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=NS)
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Figura 15: Freqiéncia de batimento ciliar (em Hz) ap6s 10 horas de isquemia.
Grupo Controle: 15,17(6,48); LPD-10h: 13,49(2,58); HTK-10h: 13,66(2,74); e
Salina-10h: 13,66(2,74). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p=NS)
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Figura 16: Frequéncia de batimento ciliar (em Hz) ap6s 16 horas de isquemia.
Grupo Controle: 15,17(6,48); LPD-16h: 13,68(2,90); HTK-16h: 13,74(3,44); e
Salina-16h: 13,89(8,75). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (p=NS)
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Figura 17: Freqiéncia de batimento ciliar (em Hz) apés 24 horas de isquemia.
Grupo Controle: 15,17(6,48); LPD-24h: 12,69(3,87); HTK-24h: 13,60(4,77); e
Salina-24h: 10,64(5,47). Houve diferenca estatisticamente significativa entre o

Grupo Controle e o grupo Salina-24h (p=0,001)
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A andlise estatistica evidenciou que:

1) O grupo Controle apresentou maior frequéncia de batimento ciliar
guando comparado ao grupo Salina-24h (p=0,03).

2) Nao houve diferenca significativa entre o grupo Controle e os
demais grupos apés 6 horas de isquemia (p=0,27), 10 horas de isquemia

(p=0,11), e 16 horas de isquemia (p=0,23).

4.2.2 Avaliacdo morfologica

4.2.2.1 Microscopiade luz

4.2.2.1.1 Hematoxilina e eosina

N&do houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
guanto a integridade epitelial (tabelas no Anexo A). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o0s grupos quanto a inflamacéo

subepitelial (tabelas no Anexo B).

4.2.2.1.2 Percentual da area de epitélio respiratério corada com
azul de alcido e PAS

Azul de alciao

As medidas de dispersao para o percentual de area corada com azul

de alcido estdo expostas nas figuras a seguir:
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Figura 18: Percentagem de area corada por azul de alcido ap6s 6 horas de
isquemia. Grupo Controle: 10,96+4,51; LPD-6h: 8,57+6,17; HTK-6h: 5,30(4,42); e
Salina-6h: 6,18+6,40. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (p=NS)
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Figura 19: Percentagem de area corada por azul de alcido apdés 10 horas de

isquemia. Grupo Controle: 10,96+4,51; LPD-10h: 3,36(4,01); HTK-10h: 3,59(8,48); e

Salina-10h: 3,71(10,68). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (p=NS).
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Figura 20: Percentagem de area corada por azul de alcido apdés 16 horas de
isquemia. Grupo Controle: 10,96+4,51; LPD-16h: 4,48+2,75; HTK-16h: 6,88+4,47; e
Salina-16h: 6,72+4,72. Houve diferenca estatisticamente significativa entre o Grupo
Controle e o grupo LPD-16h (p=0,02)
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Figura 21: Percentagem de area corada por azul de alcido apds 24 horas de
isquemia. Grupo Controle: 10,96+4,51; LPD-24h: 5,47+4,97; HTK-24h: 4,85+3,75; e
Salina-24h: 5,39+3,96. Houve diferenca estatisticamente significativa entre o Grupo
Controle e o grupo HTK-24h (p=0,04)
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A analise estatistica evidenciou que:

1) O grupo Controle apresentou maior percentual de area corada com
azul de alcido quando comparado ao grupo LPD-16h (p=0,02).

2) O grupo Controle apresentou maior percentual de area corada com
azul de alcido quando comparado ao grupo HTK-24h (p=0,04).

3) Nao houve diferenca significativa entre o grupo Controle e os
demais grupos apos 6 horas de isquemia (p=0,14), e 10 horas de

isquemia (p=0,16).

42122 PAS

As medidas de dispersdo para o percentual de area corada com PAS

estdo expostas nas figuras a seguir:
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Figura 22: Percentagem de &rea corada por PAS apoés 6 horas de isquemia. Grupo
Controle: 16,55+9,72; LPD-6h: 12,72+5,83; HTK-6h: 14,26(10,05); e Salina-6h:

16,85+10,90. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

(p=NS)
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Figura 23: Percentagem de area corada por PAS ap6s 10 horas de isquemia. Grupo
Controle: 16,55+9,72; LPD-10h: 8,01(7,31); HTK-10h: 10,13(6,77); e Salina-10h:
11,05(13,56). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p=NS)
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Figura 24: Percentagem de area corada por PAS ap0s 16 horas de isquemia. Grupo
Controle: 16,55+9,72; LPD-16h: 14,54+8,43; HTK-16h: 12,27+8,55; e Salina-16h:
9,051+6,12. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p=NS).
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Figura 25: Percentagem de area corada por PAS apds 24 horas de isquemia. Grupo
Controle: 16,55+9,72; LPD-24h: 12,21+5,91; HTK-24h: 9,30t5,24; e Salina-24h:
13,74+6,53. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p=NS)

A andlise estatistica evidenciou auséncia de diferenca significativa
entre o grupo Controle e os demais grupos apés 6 horas de isquemia
(p=0,69), 10 horas de isquemia (p=0,27), 16 horas de isquemia (p=0,18) e

24 horas de isquemia (p=0,70).

4.2.2 Microscopia eletrénica de transmisséao

4.2.2.1 Grupo Controle

Foram identificadas células ciliadas, caliciformes e basais normais. O

epitélio respiratério apresentava morfologia habitual (Figura 26).
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Figura 26: Grupo Controle. Células ciliadas (C), caliciformes (G) e basais (B) com

morfologia habitual

4.2.2.2 Grupo LPD-24h

Foram identificadas células ciliadas, caliciformes e basais. As células
ciliadas apresentavam densidade ciliar preservada (figura 27).

Alteracdes na morfologia habitual: Algumas células ciliadas
apresentavam grande quantidade de vacuolizacdes no seu interior (figura 27
— setas pretas). As células caliciformes apresentavam pequena quantidade

de vesiculas pouco elétron-densas no seu interior. Os nucleos das células
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epiteliais maduras apresentavam-se com morfologia alterada devido a
pregueamento da membrana nuclear (figura 27 — setas amarelas). Esta
alteracdo nao foi identificada nas células basais.

Figuras associadas a lesdo celular: Foram identificadas areas de
desagregacao citoplasmatica sugerindo leséo celular secundaria a isquemia
(figura 27 — setas azuis). Nao foram identificadas lesdes sugestivas de

necrose ou apoptose.

Tt AR

Figura 27: Grupo LPD-24h. Células ciliadas (C), caliciformes (G) e basais (B).
Vacuolizagédo citoplasmatica (seta preta). Pregueamento da membrana nuclear
(setas amarelas). Desagregacao citoplasmatica (seta azul)
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4.2.2.3 Grupo HTK-24h

Foram identificadas células ciliadas e caliciformes. As células ciliadas
apresentavam densidade ciliar preservada. Os nucleos das células epiteliais
apresentavam-se com morfologia normal (figura 28).

Alteracbes na morfologia habitual: Raras células ciliadas
apresentavam vacuolizacbes no seu interior. As células caliciformes
apresentavam pequena quantidade de vesiculas pouco elétron-densas no
seu interior. Em toda a superficie observada do epitélio foi identificada uma
grande quantidade de cristais elétron-densos (figura 28 — circulos azuis). Em
varias regides, esses cristais pareciam unir os diversos cilios.

Figuras associadas a lesdo celular: Foram identificadas células em
necrose (figuras 28 e 29). No interior dessas células havia abundancia dos

cristais elétron-densos (figura 29 — setas azuis).
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Figura 28: Grupo HTK-24h. Células ciliadas (C) e caliciformes (G). Presenca de

cristais em todas as células (circulos azuis). Célula necrotica (N)
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Figura 29: Grupo HTK-24h. Imagem em maior aumento da célula necrética
identificada na figura anterior. Nucleo (Nu) e citoplasma (Ci) da célula necrotica.

Cristais em abundéancia no citoplasma (setas azuis).

4.2.2.4 Grupo Salina-24h

Foram identificadas células ciliadas, ndao havendo possibilidade de
identificacdo de células caliciformes (figura 30).

Alteracbes na morfologia habitual e figuras associada a leséo celular:
As células ciliadas apresentavam densidade ciliar diminuida. A quase
totalidade das células ciliadas apresentava uma grande quantidade de
vacuolizacdes no seu interior (figura 30 — setas pretas). As células epiteliais
apresentavam intenso processo de desagregacao citoplasmatica (figura — 30
setas azuis). Foram identificadas alteracdes sugestivas de apoptose em

algumas raras células (figura 30 — setas amarelas).
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Figura 30: Grupo Salina-24h. Células ciliadas (C) com baixa densidade ciliar.
Desagregacdo citoplasmatica (setas azuis). Vacuolizacdo citoplasmatica intensa

(setas pretas). Nucleos de células em apoptose (setas amarelas).



5 DISCUSSAO

O transplante tragueal continua sendo um desafio. Apesar das
décadas de estudo e das varias tentativas de substituicdo da traquéia nativa
por materiais homologos, heterélogos, sintéticos, semi-sintéticos e utilizando
bioengenharia de tecidos, um substituto traqueal de emprego universal ainda
nao foi encontrado (Grillo, 2002). Apesar dessa constatacdo, algumas
evidéncias se tornaram alvissareiras. A comprovacao do fendmeno de
reepitelizacdo de enxertos traqueais tornou possivel aventar-se a
possibilidade do transplante traqueal sem necessidade de imunossupressao
por tempo prolongado (Ito et al., 2004; Genden et al., 2003a). Outrossim, a
constatacdo de que fatores promotores de angiogénese tais como o bFGF e
o VEGF promovem a revascularizacdo de enxertos tragueais de forma
simples, parece indicar a melhor alternativa as propostas de
revascularizacéo traqueal por métodos tecnicamente complicados e pouco
aplicaveis a pratica clinica (Dodge-Khatami et al., 2001; Sung e Won, 2001).
Apesar dos recentes avancos nas técnicas do transplante em si, sabe-se
muito pouco sobre o comportamento dos enxertos traqueais no periodo
compreendido entre a extracdo e o implante. O conhecimento acerca deste
periodo parece ser fundamental para o uso adequado dos enxertos

traqueais na pratica clinica.
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5.1 Avaliacao funcional

O uso de enxertos para transplante de 6rgaos solidos ocorre a partir
de sua preservacdo adequada apos a extracdo. A avaliacdo da efetividade
dos métodos de preservacdo se baseia na verificacdo da manutencéo
funcional e morfolégica dos tecidos do enxerto submetidos a periodos de
isquemia. A traquéia apresenta duas funcdes mecanicas principais: 1) a
conducado de ar para a hematose; e 2) a protecédo das vias aéreas por meio
da depuracdo mucociliar. A funcdo de conducdo de ar €& devida a
manutencdo do limen traqueal pérvio, tanto na sua porcdo cervical quanto
na mediastinal. Essa funcdo mecanica € mantida, principalmente, pelo
arcabouco semi-rigido proporcionado pelas cartilagens traqueais. Por sua
vez, a depuracdo mucociliar é possivel gracas a um mecanismo complexo,
que envolve tanto a producdo e a manutencdo das propriedades
fisicoquimicas do muco, quanto a propulsdo desse muco por meio do
batimento ciliar (Randell et al.,2006). No sentido de facilitar a sua avaliacao
experimental, a depuracdo mucociliar pode ser dividida em trés
componentes principais: a frequéncia e padrdo do batimento ciliar; as
propriedades fisicas e de transportabilidade do muco respiratério; e a
interacdo entre os cilios e a camada de muco sobrejacente. A avaliacdo
funcional da depuragdo mucociliar se baseia no uso de métodos de analise
de um ou mais desses componentes (Trindade et al., 2007). No nosso
estudo, foram utilizados métodos para avaliar a freqiéncia do batimento

ciliar e a interagéo entre os cilios e a camada de muco das vias respiratorias.
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Para a avaliacdo da interacdo entre os cilios e a camada de muco
subjacente, foi utilizado um método de analise ex vivo da velocidade de
transporte mucociliar. Com o auxilio de um microscopio de luz com
aumento de 100 vezes e de uma ocular reticulada, particulas de muco ja
presentes nas pecas eram identificadas na superficie da mucosa. O
tempo necessario para que uma particula de muco percorresse 50
micrdmetros ao longo da peca era cronometrado, sendo possivel calcular
a velocidade de deslocamento. Outros métodos de andlise ex vivo do
transporte mucociliar poderiam ser utilizados, como a preparacdo do
palato de ra. Contudo, neste caso, a analise seria principalmente das
propriedades do muco e ndo da interacdo dos cilios com o muco do
mesmo individuo. A vantagem da técnica utilizada € a possibilidade de
analisar a interacdo do batimento ciliar com o muco proprio de cada peca,
0 que se assemelharia mais a condicao in vivo. Entretanto, uma limitacéo
importante dessa técnica é o fato de que cada peca alocada para um dos
grupos experimentais esteve submersa, ou em uma das duas solucdes de
preservacdo estudadas, ou em soro fisioldgico, por um periodo de 6 a 24
horas antes da andlise do transporte mucociliar. O contato destas
solugbes com o muco pode ter alterado de forma significativa as suas
propriedades fisicoquimicas, o que poderia também alterar os resultados
das analises.

Para a avaliagdo da frequéncia de batimento ciliar, nos utilizamos a
técnica videoscoépica. Esta técnica consiste na sincronizagdo entre uma fonte

de luz estroboscopica e o batimento ciliar observado através de um
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microscopio de luz com aumento de 100 vezes. A técnica videoscopica tem
a limitacdo de depender de uma avaliacdo, em alguma medida, subjetiva
pelo pesquisador. Outra limitacdo é o fato de a andlise ser realizada ex vivo,
sem a participacdo das condi¢Bes locais proprias dos tecidos in vivo, tais
como temperatura e umidade. Contudo, a técnica videoscoOpica €
reprodutivel e largamente utilizada e aceita em estudos de avaliacdo da
depuracdo mucociliar (Rivero et al.,, 2001; Pazetti et al.,, 2008; Azevedo-

Pereira et al., 2011).

5.1.1 Acéo daisquemia fria a avaliacao funcional

E sabido que varios fatores alteram a depuracdo mucociliar. Alguns
farmacos como agonistas adrenérgicos e metilxantinas, dentre outros,
podem melhorar a depuracdo mucociliar. Inversamente, alguns anestésicos,
anti-inflamatérios e benzodiazepinicos podem prejudica-la (Houtmeyers et
al., 1999). Fatores outros, como as baixas temperaturas e a seccédo e re-
anastomose brbnquica, também promovem a diminuicdo da depuracédo
mucociliar (Saldiva, 1990; Rivero et al., 2001). Contudo, o efeito da isquemia
sobre a depuragdo mucociliar é pouco conhecido. Wagner et al. (1996)
estudaram a depuracdo mucociliar em um modelo de hipoperfuséo
brébnquica seletiva em ovelhas. Os autores constataram a diminuicdo da
depuracdo mucociliar, avaliada pela eliminacdo de um radiotragcador, apos a
oclusdo do fluxo arterial brénquico. O nosso grupo, em um estudo preliminar

ao que é apresentando neste trabalho, demonstrou que a isquemia a
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temperatura ambiente, com duragcdo maior que seis horas, promove forte
diminuicdo na depuracdo mucociliar (Azevedo-Pereira et al., 2011). No
mesmo estudo, os dados sobre os efeitos da isquemia fria sobre a
depuracdo mucociliar foram inconclusivos, devido ao reduzido numero de
pecas em cada grupo.

No presente estudo, foi evidenciado que a isquemia fria promove
diminuicdo na depuracdo mucociliar a partir de 6 horas de isquemia. Ao
contrario de nossa suposicdo inicial, a diferenca na depuracdo mucociliar
entre 0S grupos com menor e maior tempo de isquemia fria ndo alcancou

significancia estatistica.

5.1.2 Acéo das solucBes de preservacdo de uso topico a avaliacao

funcional

No nosso estudo, ndo houve diferenca significante entre as diferentes
solucdes de preservacdo quanto a velocidade de transporte mucociliar in
situ. Contudo, a diferenca entre o grupo Controle e os demais grupos foi
marcadamente maior nos enxertos submetidos a tempos de isquemia
maiores, quais sejam, 16 e 24 horas.

Os nossos dados evidenciaram que houve uma tendéncia para menor
valor na freqiiéncia de batimento ciliar nas pecas que utilizaram solugéo
salina em comparacao as que utilizaram LPD-glicose ou HTK. Excecéo feita
guando o tempo de isquemia foi 16 horas. Contudo, essa tendéncia nao foi

suficientemente forte para ensejar uma significancia estatistica. Ainda, as
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pecas que nao foram submergidas em solucbes (grupo Controle) também
nao apresentaram frequiéncia de batimento ciliar significantemente maior do
gue os dos outros grupos, com excecao do grupo Salina-24h. Esta auséncia
de diferenca pode estar relacionada ao pequeno numero de pecas do grupo
Controle. Notadamente, as medidas de disperséo (desvio padrao e intervalo
interquartilico) foram maiores no grupo Controle que nos grupos
experimentais, o que poderia interferir na analise estatistica.

Como citado anteriormente, a temperatura influencia a depuracao
mucociliar, havendo diminuicdo de sua efetividade quando da exposi¢cdo ao
frio (Saldiva, 1990). No nosso estudo, as analises funcionais foram
realizadas logo apds a retirada das pecas do acondicionamento. Contudo, o
intervalo de tempo entre a retirada das pecas do local de acondicionamento
a frio e o inicio das auferi¢cdes foi cerca de 20 minutos. Levando-se em conta
tanto o tempo despendido para o inicio das medidas, quanto o fato de as
medidas serem realizadas em temperatura ambiente, acreditamos que nao
houve influéncia significante da temperatura as aufericbes no resultado final
das analises funcionais.

Quando comparados com estudo preliminar (Azevedo-Pereira et al.,
2011), os dados obtidos indicam que o acondicionamento a frio foi mais
importante que o tipo de solucdo de preservacéo utilizado na manutencao da

depuracédo mucociliar das pecgas submetidas isquemia fria.
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5.2 Avaliacdo morfoldégica a microscopia de luz

Tanto a quantificacdo, quanto a semiquantificacdo da integridade
epitelial e da inflamacéo subepitelial, sdo métodos frequentemente utilizados
para avaliacdo da lesdo isquémica ou inflamatoria sobre enxertos traqueais
(Macchiarini et al., 1995b; Qu et al.,, 2005). Inicialmente, utilizamos nas
analises das laminas coradas com hematoxilina-eosina uma escala
semiquantitativa, com quatro graduacdes, baseada no trabalho de Qu et al.
(2005). Para a integridade epitelial a graduagcédo seria: minima integridade;
pouca integridade; integridade moderada; e integridade alta. Para a
inflamacdo subepitelial a graduacdo seria: auséncia de inflamacéo;
inflamacéo leve; inflamacdo moderada; e inflamacéo intensa. Contudo, apés
a finalizacdo das analises, observamos que pouquissimas pecas
apresentavam-se com integridade minima ou com auséncia de inflamacéao.
Desta feita, para uma melhor interpretacdo estatistica, utilizamos uma escala
com apenas trés graduacdes para os dois parametros. Para diminuir o efeito
subjetivo da utilizacdo de uma escala semiquantitativa, cada lamina foi
analisada por trés observadores. A concordancia entre dois ou mais
observadores determinou a graduacéao final.

A avaliacdo da presenca de muco &acido e neutro no epitélio
respiratorio foi realizada de forma quantitativa, por um programa de
computador analisador de imagens, conforme descrito por Pazetti et
al.(2007). O programa avaliou a presenca de muco pela quantificacdo da

area de epitélio corada pelo azul de alcido e PAS. Pazetti et al. (2007)
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realizaram a quantificacdo em 10 campos com aumento final de 400 vezes
para cada lamina. Em nosso estudo, a analise foi realizada pela
guantificacdo em apenas 01 campo com aumento final de 400 vezes para
cada lamina. Essa diferenca na quantidade de campos ocorreu devido a
menor disponibilidade de epitélio respiratorio nas laminas obtidas das pecas
do nosso estudo. Isto se deveu, provavelmente, a acdo da isquemia na
integridade do epitélio respiratério, e a manipulacdo das pecas durante as
avaliacdes funcionais. Uma vez que a analise foi realizada de forma objetiva
pelo programa de computador, apenas um observador realizou a captura
das imagens do epitélio em todas as laminas, e outro observador determinou

a area de epitélio a ser quantificada.

5.2.1 Acéo daisquemia fria a microscopiade luz

No nosso estudo, foi evidenciado que a isquemia fria ndo alterou
morfologicamente o epitélio respiratério as analises de inflamacédo
subepitelial. Houve uma tendéncia a pior integridade epitelial nas pecas
submetidas a 24 horas de isquemia. Contudo, a diferenca ndo alcancou
significAncia estatistica. A auséncia de significancia talvez tenha sido
ocasionada pela elevada proporc¢ao (42,9%) de pecas do grupo Controle que
apresentaram pouca integridade epitelial, prejudicando a analise estatistica.
A explicacdo para este achado pode estar na manipulagdo excessiva do
epitélio respiratorio durante a execucdo das analises funcionais. Durante a

aufericdo da velocidade de transporte mucociliar in situ e, especialmente, da
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frequéncia de batimento ciliar, o epitélio € manipulado com freqiiéncia até a
obtencdo das medidas. Apesar do cuidado com o qual essa manipulacdo é
realizada, ndo se pode afastar a possibilidade de lesdo mecanica direta do
epitélio respiratorio nesta etapa. Outra explicacdo poderia ser o periodo de
tempo ao qual as pecas do grupo Controle ficaram expostas a temperatura
ambiente durante as analises funcionais. Contudo, o periodo tempo
necessario para as analises funcionais, cerca de 20 minutos, ndo parece ser
suficientemente longo para influir como fator independente na estrutura
histol6gica das pecas.

A guantidade de muco intracelular no epitélio respiratério também néo
se alterou de forma estatisticamente significante apds os diferentes periodos
de isquemia fria. Tanto o muco acido, corado pelo azul de alcido, quanto o
muco neutro, corado pelo PAS, permaneceram em quantidade semelhante
ao encontrado nas pecas que nao foram submetidas a isquemia. Essa
constatacdo indica que as alteracbes intracelulares provocadas pela
isquemia até 24 horas nédo influem no mecanismo de exocitose das células

caliciformes presentes no epitélio respiratério

5.2.2 Acéo das solugdes de preservacgao de uso tépico a microscopia

de luz

Houve uma tendéncia a pior integridade epitelial nas pecas
submetidas a 24 horas de isquemia, independentemente da solugcéo de

preservagcao utilizada. Nesta condi¢do, pelo menos 50% das pecas nos
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grupos LPD-24h, HTK-24h e Salina-24h apresentavam pouca integridade
epitelial. Contudo, a significancia estatistica ndo foi alcancada. Conforme
citado, creditamos a auséncia de significancia a elevada proporcao de pecas
com pouca integridade observadas no grupo Controle, grupo no qual néo
houve submerséo em solucdes de preservacao.

A coloracédo com azul de alcido, os dados obtidos evidenciaram que
nao houve diferenca significativa entre os grupos, independentemente da
solucéo de preservacéo utilizada. Excecao feita aos grupos LPD-16h e HTK-
24h em comparacdo com o grupo Controle. Da mesma forma, nado foi
alcancada diferenca significativa entre os grupos a coloragdo com PAS. Uma
vez que a isquemia fria de até 24 horas néo altera a quantidade de muco
intracelular do epitélio respiratério, haveria a possibilidade de que as
solucbes de preservacdo pudessem influir nessa variavel. Contudo, néo
houve efeito quantificavel do uso de solucdes de preservacdo por via topica

sobre a quantidade de muco intracelular.

5.3 Avaliacdo morfolégica a microscopia eletronica de

transmissao

A fim de determinar as alteracdes ultra-estruturais no epitélio
respiratério submetido a isquemia, fragmentos de pecas dos grupos
Controle, LPD-24h, HTK-24h e Salina-24h foram submetidos a cortes semi-

finos. Esses grupos foram escolhidos devido as alteracdes apresentadas a
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avaliacao funcional e a microscopia de luz. ApGs determinacdo das amostras
mais adequadas, uma peca de cada um dos grupos citados foi submetida a
cortes ultrafinos para analise em microscopio eletrénico.

Os achados da microscopia eletrbnica apresentaram, de certa
maneira, pouca correlacdo com as analises funcionais e morfologicas por
microscopia de luz, no que se referem ao grupo Salina-24h. Foram
evidenciadas alteracdes relacionadas a lesdo celular, como vacuolizacéo
citoplasmatica e diminui¢cdo da densidade ciliar, de forma muito mais intensa
no grupo Salina-24h do que nos demais grupos experimentais. Ainda, foram
identificadas figuras de apoptose apenas no grupo Salina-24h. Este contexto
difere do observado nas analises funcionais e morfolégicas com microscopia
de luz, onde ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
Salina e os demais grupos experimentais. No grupo LPD-24h, o epitélio
respiratorio ndo apresentava figuras grosseiras de lesdo ou morte celular.
Contudo, foram identificados pregueamentos nas membranas nucleares de
guase todas as células do epitélio respiratorio observadas. Este achado se
deve provavelmente a composicao quimica da solucdo LPD-glicose, a qual
apresenta alta concentragdo de sddio, favorecendo a saida de agua do meio
intracelular para o extracelular por osmose. Outro achado insuspeitado foi a
formacao de cristais intracelulares em pecas do grupo HTK-24h. Estes
cristais podem ser resultado da precipitacdo de proteinas presentes na
solugdo HTK, devido ao elevado tempo de acondicionamento. Esta

observacdo sugere que a suposicdo inicial de que as solugbes de
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preservacao poderiam penetrar no epitélio respiratério quando da sua
administracao por via toépica tem, em verdade, validade.

Contudo, ha que se atentar ao fato de que os dados da microscopia
eletrbnica de transmissdo, apesar de serem importantes para a analise
morfologica, sdo preliminares. Para que estas informacdes possam ser
levadas em maior consideracdo, sdo necessarios estudos com a analise de

um maior numero de amostras dos diversos grupos.
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CONCLUSOES

6.1.

6.2.

6.2.

A isquemia fria promove diminuicdo da depuracdo mucociliar em

enxertos trag ueais.

O uso de solucbes de preservacao administradas por via toépica nao €
efetivo para a manutencdo da depuracdo mucociliar de enxertos
tragueais submetidos a diferentes periodos de isquemia fria com

duracédo de até 24 horas.

O uso de solucbes de preservacdo administradas por via tépica nao
afeta a integridade morfologica do epitélio respiratério de enxertos
tragueais submetidos a diferentes periodos de isquemia fria com

duracédo de até 24 horas.



7 ANEXOS

Anexo A - Tabelas: Avaliacéo da integridade epitelial

Tabela 1: Graduacao da integridade epitelial ap6s 6 horas de isquemia

Integridade epitelial (em %)

Grupo Pouca (Menos Moderada(Entre  Alta (Mais que Valor de p
que 1/3) 1/3 e 2/3) 2/3)

Controle 42,9 14,3 42,9 0,64

LPD-6h 20,0 35,0 45,0

HTK-6h 27,8 16,7 55,6

Salina-6h 22,2 11,1 66,7

Tabela 2: Graduacéo da integridade epitelial ap6s 10 horas de isquemia

Integridade epitelial (em %)

Grupo Pouca (Menos Moderada(Entre  Alta (Mais que Valor de p
que 1/3) 1/3 e 2/3) 2/3)

Controle 42,9 14,3 42,9 0,62

LPD-10h 44,4 16,7 38,9

HTK-10h 26,3 36,8 36,8

Salina-10h 18,2 27,3 54,5
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Tabela 3: Graduacao da integridade epitelial ap6s 16 horas de isquemia

Integridade epitelial (em %)

Grupo Pouca (Menos Moderada(Entre  Alta (Mais que Valor de p
que 1/3) 1/3e2/3) 2/3)

Controle 42,9 14,3 42,9 0,82

LPD-16h 44,4 22,2 33,3

HTK-16h 21,1 26,3 52,6

Salina-16h 40,0 20,0 40,0

Tabela 4: Graduacéo da integridade epitelial ap6s 24 horas de isquemia

Integridade epitelial (em %)

Grupo Pouca (Menos Moderada(Entre  Alta (Mais que Valor dep
que 1/3) 1/3 e 2/3) 2/3)

Controle 42,9 14,3 42,9 0,87

LPD-24h 50,0 27,3 22,7

HTK-24h 50,0 18,2 31,8

Salina-24h 63,6 18,2 18,2
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Anexo B - Tabelas: Avaliacdo da inflamacé&o subepitelial

Tabela 5: Graduacao da inflamacgéo subepitelial apos 6 horas de isquemia

Inflamacao subepitelial (em %)

Solugbes Leve Moderada Grave Valordep
Controle 57,1 14,3 28,6 0,17
LPD-6h 15,0 55,0 30,0

HTK-6h 33,3 38,9 27,8

Salina-6h 55,6 11,1 33,3

Tabela 6: Graduacao da inflamacgé&o subepitelial apos 10 horas de isquemia

Inflamagéao subepitelial (em %)

Solugdes Leve Moderada Grave Valordep
Controle 57,1 14,3 28,6 0,45
LPD-10h 27,8 55,6 16,7

HTK-10h 21,1 52,6 26,3

Salina-10h 36,4 54,5 9,1
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Tabela 7: Graduacao da inflamacé&o subepitelial apos 16 horas de isquemia

Inflamacao subepitelial (em %)

Solugdes Leve Moderada Grave Valor dep
Controle 57,1 14,3 28,6 0,42
LPD-16h 22,2 44,4 33,3

HTK-16h 15,8 52,6 31,6

Salina-16h 30,0 30,0 40,0

Tabela 8: Graduacéo da inflamagé&o subepitelial apos 24 horas de isquemia

Inflamacéo subepitelial (em %)

Solucges Leve Moderada Grave Valor dep
Controle 57,1 14,3 28,6 0,48
LPD-24h 31,8 36,4 31,8

HTK-24h 27,3 40,9 31,8

Salina-24h 9,1 54,5 36,4
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Anexo C — Dados individuais obtidos em todas as analises

Tabela 9: Dados individuais obtidos em todas as analises. Solugdo: Solucdo de

preservacdo; Tl: Tempo de isquemia fria; FBC: Frequéncia de batimento ciliar;

VTM: Velocidade de transporte mucociliar; Int. Epit.: Integridade epitelial; Infl.

Subep.: Inflamacao subepitelial; %AA: Percentagem de area corada com azul de

alcido; %PAS: Percentagem de area corada com PAS; = dados ausentes

Pe¢ca Solucao Tl FBC VTM Int. epit. Infl. Subep. % AA % PAS
(Hz) (mm/min)
21A LPD 6h 10,17 0,01923 moderada grave .
22B LPD 6h 11,18 0 alta grave 6,93 13,89
29A LPD 6h 0 0 alta moderada 2,23 5
30B LPD 6h 14,27 0 moderada moderada 11,26 18,22
49A LPD 6h 15,46 0,03158 pouca leve 5,22
50A LPD 6h 15,54 0 alta leve 3,86 9,68
51B LPD 6h 14,49 0 moderada grave 24,57 16,48
52A LPD 6h 15,72 0 alta moderada 17,01 8,11
53B LPD 6h 13,69 0 moderada moderada 13,17 10,32
55B LPD 6h 10,23 0 moderada moderada 15,1 18,77
56A LPD 6h 11,57 0 pouca moderada 9,86 15,86
60B LPD 6h 15,04 0,04068 alta moderada 8,3 13,74
62B  LPD 6h 14,42 0,04266 alta grave 11,39 15,79
69B LPD 6h 13,16 0,05 moderada moderada 4,69 5,48
71A LPD 6h 15,14 0,01011 alta moderada 2,35 11,35
75A LPD 6h 15,56 0,03871 moderada leve 3,49 6,22
77A LPD 6h 0 0 pouca moderada 11,7 15,41
84A  LPD 6h 13,57 0,03863
86B LPD 6h 13,46 0 pouca moderada 2,1 5,42
91B LPD 6h 15,59 0,09023 alta grave 9,55
128A LPD 6h 13,86 0,06 alta grave 0,22 26,5
12A LPD 24h 10,82 0 pouca moderada 2,17 18,51
13B LPD 24h 13,37 0 moderada grave 13,29 18,54
16B  LPD 24h 8,7 0,08333
31A LPD 24h 13,03 0,01176 .
32B LPD 24h 12,06 0,01268 moderada moderada 1,05 17,95
40A LPD 24h 12,18 0,04444 pouca grave 6,38 7,75
41B LPD 24h 14,78 0,012 moderada moderada 3,43 11,49
42A LPD 24h 12,66 0 pouca grave 0,35 10,73
43B LPD 24h 12,72 0 pouca grave 6,99 14,44
46A LPD 24h 15,98 0 pouca moderada 0,02 0
61A LPD 24h 15,79 0,04444 moderada leve 7,31 19,43
63A LPD 24h 14,54 0 pouca moderada 2,48

Continua...
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Continuacao Anexo C

Pega Solugdo Tl FBC VTM Int. epit. Infl. Subep. % AA % PAS
(Hz)  (mm/min)
68A LPD 24h 9,44 0 pouca leve 11 10,04
70B  LPD 24h 12,67 0,04737 moderada leve 14,03 20,74
798B LPD 24h 11,7 0 pouca grave 5,22 10,25
88B LPD 24h 13,31 0,03462 alta moderada . .
89B LPD 24h 0 0 pouca grave 7,58 16,47
92A LPD 24h 15,24 0,02473 moderada leve 16,47 17,33
938 LPD 24h 16,76 0,05697 alta leve 11,47
101B LPD 24h 10,65 0,0375 alta leve 6,07 10,61
109A LPD 24h 0 0 pouca leve 0,52 1,77
109B LPD 24h 0 0 pouca moderada 0,5 8,47
116A LPD 24h 14,56 0,10846 alta moderada 0,83
125A LPD 24h 14,56 0,00789 alta grave 3,81 6,12
14A LPD 16h 12,38 0,03 pouca moderada 7,69 14,34
15B LPD 16h 12,67 0 pouca grave 3,09 26,23
27A LPD 16h 16,84 0,13239 pouca moderada
28B LPD 16h 16,17 0 pouca leve .
37A LPD 16h 14,15 0,05922 moderada moderada 2,43 4,22
38B LPD 16h 14,09 0 pouca grave 8,59 5,44
44A LPD 16h 16,67 0 alta moderada 5,42 26,97
45B LPD 16h 15,4 0,03913 pouca grave 5,52 14,16
47A LPD 16h 14,77 0 pouca leve 1,91 11,81
48B LPD 16h 15,07 0 alta grave 8,67 30,84
73B  LPD 16h 13,68 0 8,58
80A LPD 16h 12,46 0,03396 alta moderada 1,44 10,98
81B LPD 16h 17,04 0,02432
82A LPD 16h 12,7 0,015 moderada moderada 4,03 4,15
85A LPD 16h 13,85 0,03333 moderada leve 0,84 26,2
97A LPD 16h 12,22 0,02951 5,71 9,09
100B LPD 16h 11,87 0,09375 moderada leve 1,56 9,02
104A LPD 16h 12,29 0 pouca moderada 1,06 17,34
104B LPD 16h 0 0 alta grave 5,58 20,94
108A LPD 16h 11,94 0 alta moderada 8,52 7,24
1088 LPD 16h 13,29 0,02647 alta grave 4,24 14,33
54B LPD 10h 12,6 0 moderada moderada 17,76 15,53
76B LPD 10h 15,08 0,04186 pouca moderada 3,36 17,14
83A LPD 10h 13,71 0,02813 . 6,59
90A LPD 10h 15,47 0,06 alta grave 10,86 18,22
94B LPD 10h 13,07 0,02727 pouca moderada 0
102A LPD 10h 15,02 0,06 moderada leve 0,78 3,69
103A LPD 10h 14,51 0,06667 alta moderada 2,28 5,41
105B LPD 10h 12,66 0,02369 pouca grave 5,51 6,82
106A LPD 10h 11,7 0,03913 pouca leve 5,94 5,86

Continua...
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Continuacao Anexo C

Pega Solugdo Tl FBC VTM Int. epit. Infl. Subep. % AA % PAS
(Hz)  (mm/min)

107A LPD 10h 13,69 0,02572 alta leve 2,55 12,23
110A LPD 10h 0 0 pouca moderada 0 5,8
110B LPD 10h 7,73 0 pouca moderada 5,29 8,01
112B LPD 10h 15,09 0,04138 alta moderada 3,18 11,94
1158 LPD 10h 14,5 0 alta leve 3,6 13,53
117A LPD 10h 13,3 0,06 pouca moderada 2,09 4,01
120A LPD 10h 12,87 0,01875 pouca moderada 1,93 13,11
124A LPD 10h 14,36 0,05455 alta moderada 0,64 4,9
124B LPD 10h 13,74 0 8,26 10,04
127B LPD 10h 0 0 moderada grave 7,65 6,66
131B LPD 10h 0 0 alta leve 3,91 8,49
57A HTK 6h 14,88 0 alta moderada 2,02 9,2
60A HTK 6h 13,58 0,07947 pouca moderada 14,88 15,85
62A HTK 6h 14,03 0,06924 moderada leve 11,22 40,58
64A  HTK 6h 14,03 0,06667 alta leve 1,72 21,57
64B  HTK 6h 13,7 0,03158 alta grave 7,91 15,7
69A  HTK 6h 14,18 0,03333 alta leve 10,92 26,46
71B HTK 6h 15,07 0,04286 alta grave 19,15
75B HTK 6h 14,33 0 pouca leve 1,57

77B HTK 6h 12,79 0 pouca grave 5,26 4,65
84B  HTK 6h 15,4 0,02308 .

86A HTK 6h 12,71 0,02572 moderada moderada 2,92 12,81
87A HTK 6h 13,1 0,04737 alta leve 6,25
87B HTK 6h 12,42 0,02637 pouca grave 1,11 10,08
91A HTK 6h 14,36 0,04737 alta moderada 3,7 16,34
95A  HTK 6h 13,98 0,02903 .

95B HTK 6h 14,42 0,075 pouca leve 0,22 0,46
98A HTK 6h 16,21 0,07827 alta moderada 2,95 22,44
98B  HTK 6h 11,88 0,02069 alta moderada 7,12 13,7
126B HTK 6h 13,67 0,01111 alta grave 9,52 2,03
128B HTK 6h 12,82 0,06667 moderada moderada 1,79 5,19
58A HTK 24h 12,11 0 pouca leve 6,58 3,45
61B HTK 24h 0 0 pouca grave 5,29 4,61
63B HTK 24h 14,57 0,03582 moderada moderada 7,67 19,05
65B  HTK 24h 14,01 0 alta grave 8,9 10,34
68B HTK 24h 11,54 0 pouca leve 5,02 7,66
70A HTK 24h 14,86 0,01579 pouca leve 0,99 10,18
74A HTK 24h 14,92 0,01111 pouca moderada 0,37 8,51
74B HTK 24h 13,64 0 moderada moderada 13,62 17,77
79A HTK 24h 10,48 0 alta moderada 10,5 11,91
88A HTK 24h 14,7 0 pouca moderada 6,21
89A HTK 24h 0 0 pouca grave 1,51 10,51
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Continuacao Anexo C

Pega Solugdo Tl FBC VTM Int. epit. Infl. Subep. % AA % PAS
(Hz)  (mm/min)

92B  HTK 24h 15,44 0,06 alta moderada 6,58 12,88
93A  HTK 24h 16,67 0,18007 pouca leve 0,13 5,32
96A HTK 24h 13,57 0,01579 alta moderada 5,02 12,24
96B HTK 24h 8,48 0 pouca moderada 7,7 20,26
101A HTK 24h 11,76 0,05233 moderada grave 2,73
113A  HTK 24h 15,15 0,05295 alta leve 0,39 5,74
113B  HTK 24h 13,53 0,04091 alta grave 5,21 6,3
116B HTK 24h 14,71 0,075 alta grave 2,1 13,78
121A HTK 24h 0 0 pouca moderada 6,33 0,28
121B HTK 24h 0 0 pouca leve 1,88 6,49
125B HTK 24h 14,11 0,025 moderada grave 1,21 8,4
65A HTK 16h 14 0,01357 moderada moderada 2,5 4,12
66A HTK 16h 11,25 0 pouca leve 3,61 4,88
66B HTK 16h 0 0 pouca grave 6,99 3,63
67A HTK 16h 13,21 0 moderada moderada 5,38 12,97
67B HTK 16h 12,48 0 moderada moderada 14,28 11,82
72A HTK 16h 14,39 0,01084 alta moderada 2,68 3,12
72B HTK 16h 11,27 0,00779 pouca grave 1,86 2,13
73A HTK 16h 14,98 0,03913 alta leve 0,99 .

78A HTK 16h 9,91 0 alta moderada 12,04 18,54
78B HTK 16h 0 0 alta grave 12,45 25,09
80B HTK 16h 13,74 0,01935 alta moderada 2,32

81A HTK 16h 15,97 0,04167 alta leve 6,11 9,67
82B HTK 16h 15,09 0 moderada grave 16,14 13,33
85B HTK 16h 14,82 0 alta moderada 11,42 35,33
97B HTK 16h 13,9 0,0439 moderada moderada 7,19 11,78
100A HTK 16h 12,22 0,03529 alta moderada 4,37 7,67
122A HTK 16h 13,16 0,04737 alta grave 51 15,64
122B HTK 16h 14,34 0 alta grave 7,49 13,34
129A HTK 16h 14,71 0 pouca moderada 7,82 15,53
76A  HTK 10h 13,64 0,01875 alta leve 3,79 10,76
83B HTK 10h 15,3 0 moderada grave 21,92 27
90B  HTK 10h 14,78 0,02093 alta grave 13,37 15,71
94A HTK 10h 14,39 0,05143 moderada moderada 3,48 10,26
111A HTK 10h 15,47 0,02432 alta moderada 10,27 10
111B HTK 10h 15,62 0,03333 pouca moderada 6,17 10,94
112A  HTK 10h 15,24 0,13239 3,59 6,43
114A  HTK 10h 16,14 0,07059 alta moderada 1,09 3,85
114B  HTK 10h 12,84 0,02903 alta moderada 3,93 8,97
115A HTK 10h 13,99 0 moderada moderada 0,18 8,75
117B HTK 10h 13,65 0,075 alta moderada 1,8 2,27
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Continuacao Anexo C

Pega Solugdo Tl FBC VTM Int. epit. Infl. Subep. % AA % PAS
(Hz)  (mm/min)
118A HTK 10h 13,67 0,15259 pouca leve 0,33 12,25
118B HTK 10h 13,24 0,06924 moderada grave 7,45 19,46
119B HTK 10h 10,54 0 alta moderada 15,21 8,99
120B  HTK 10h 11,59 0 pouca grave 10,27 12,58
123A HTK 10h 12,1 0 pouca leve 1,79 7,08
123B  HTK 10h 12,64 0 pouca moderada 0 32,36
126A HTK 10h 14,27 0 moderada moderada 1,97 17,45
127A  HTK 10h 0 0 moderada grave 9,57
130B HTK 10h 12,3 0 moderada leve 1,91 7,96
2B Salina 6h 12,16 0 alta grave 5,45 29,71
19A  Salina 6h 10,74 0,05455 alta leve
20A  Salina 6h 9,92 0 alta leve .
49B Salina 6h 15,96 0,06667 . 24,17
50B Salina 6h 15,25 0 moderada grave 16,5 27,94
51A  Salina 6h 14,88 0 pouca leve 0,19 15,52
52B Salina 6h 13,18 0 alta leve 7,36 10,84
53A  Salina 6h 14,01 0 alta grave 1,3 9,81
55A Salina 6h 10,28 0,015 pouca leve 0 0
56B Salina 6h 11,78 0 alta moderada 12,49
2A Salina 24h 8,78 0 pouca grave .
4B Salina 24h 0 0 pouca grave 445 .
6B Salina 24h 7,8 0,024 alta moderada 10,16 13,6
10A Salina 24h 5,65 0 pouca moderada 0,48 6,97
11B Salina 24h 10,98 0 moderada moderada . .
25B Salina 24h 10,43 0 alta grave 12,49 22,78
26A Salina 24h 13,27 0 pouca moderada 3,82 17,83
35A Salina 24h 14,48 0 moderada moderada 1,75 6,64
36B Salina 24h 12,54 0 pouca moderada 3,78 17,8
42B Salina 24h 13,7 0 pouca grave 7,97 18,61
43A Salina 24h 10,64 0 pouca leve 3,67 5,72
8A Salina 16h 8,71 0 pouca moderada 5,18 21,92
8B Salina 16h 11,87 0 alta moderada 3,09 6,2
23A  Salina 16h 12,78 0 pouca grave 9,44 1,99
24B Salina 16h 9,23 0 alta grave 11,28 5,21
33A Salina 16h 13,84 0 pouca moderada 1,8 4,84
34B Salina 16h 13,95 0,04865 alta grave 8,77 16,97
37B Salina 16h 17,46 0,05 moderada leve 2,38 10,78
38A  Salina 16h 14,92 0,01154 alta leve 12,87 9,63
44B Salina 16h 17,04 0 moderada grave 12,18 7,71
45A Salina 16h 14,64 0,03 pouca leve 0,21 5,3
17A Salina 10h 8,19 0,09375 alta moderada 21,62 23,06
18B Salina 10h 8,09 0,10345 alta moderada 11,33 13,42
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Conclusdo Anexo C

Pega Solugdo Tl FBC VTM Int. epit. Infl. Subep. % AA % PAS
(Hz)  (mm/min)

54A  Salina 10h 11,36 0 pouca moderada 17,47 17,86
99A  Salina 10h 13,55 0,03158 pouca leve 6,71 24,47
99B Salina 10h 10,12 0 moderada leve 0,6 11,05
102B Salina 10h 13,68 0,00769 alta moderada 0,65 3,73
103B Salina 10h 10,47 0 alta moderada 1,73 4,3
105A Salina 10h 14,07 0,01765 moderada moderada 0,33 3,92
106B Salina 10h 12,33 0,01957 moderada grave 4,37 9,48
107B Salina 10h 13 0 alta leve 3,71 17,23
119A Salina 10h 14,13 0 alta leve 3,34 6,82
4A Controle Controle 10,66 0,0219 pouca moderada . .

5B Controle Controle 14,12 0,06316 alta grave 14,19 32,89
6A Controle Controle 11,64 0,12 moderada leve .

39A Controle Controle 20,1 0,26478 pouca leve 3,33 8,67
39B Controle Controle 19,52 0,11394 alta leve 11,62 17,58
57B Controle Controle 15,95 0 . .

58B Controle Controle 14,4 0,14521 alta grave 11,21 13,02
59A  Controle Controle 16,39 0,10468 pouca leve 14,48 10,6
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