ANA CAROLINA BERTOLACI ALVES PENNA

Avaliacado daresposta inflamatoria provocada pelo

colapso pulmonar induzido em equinos higidos

Sao Paulo
2006



ANA CAROLINA BERTOLACI ALVES PENNA

Avaliacao da resposta inflamatoria provocada pelo

colapso pulmonar induzido em equinos higidos

Dissertacao apresentada ao Programa de
Po6s-graduacdo em  Clinica  Cirurgica
Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo para obtencdo do titulo de
Mestre em Medicina Veterinaria

Departamento:
Cirurgia

Area de Concentragao:

Clinica Cirurgica Veterinaria

Orientador:
Prof. Dr. André Luis do Valle De Zoppa

Sao Paulo
2006



Autorizo a reproducéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGCAO-NA-PUBLICACAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T.1774 Penna, Ana Carolina Bertolaci Alves
FMVZz Avaliacdo da resposta inflamatéria provocada pelo colapso pulmonar
induzido em equinos higidos / Ana Carolina Bertolaci Alves Penna. — Sédo
Paulo: A. C. B. A. Penna, 2006.
100 f. : il

Dissertagdo (mestrado) - Universidade de S&o Paulo. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Cirurgia, 2006.

Programa de Pos-graduacdo: Clinica Cirrgica Veterinaria.

Area de concentragédo: Clinica Cirlrgica Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. André Luis do Valle De Zoppa.

1. Equinos. 2. Toracoscopia. 3. Colapso pulmonar. 4. Inflamacéo.
I. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”
Comissao Bioética

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliacdo da resposta
inflamatéria provocada pelo colapso pulmonar induzido em eqiiinos
higidos", Protocolo n°462/2004, wutilizando 12 eqiiinos, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. André Luis do Valle de Zoppa, esta de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal da
Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e foi aprovado "ad

referendun".

(We certify that the Research “Inflammatory response induced by
pulmonary collapse in horses” protocol number 462/2004, utilizing 12
horses, under the responsibility of Prof. Dr. André Luis do Valle de Zoppa,
agree with Ethical Principles in Animal Research adopted by Bioethic
Commission of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechny of
University of Sao Paulo and was approved "ad referendun", meeting.

Sao Paulo, 14 de maio de 2004

Prof® Dr? Jalia Nfaina a m

Presidente da Comisgao de Bioética
FMVZ/USP




FOLHA DE AVALIAGAO

Nome: PENNA, Ana Carolina Bertolaci Alves

Titulo: Avaliagcdo da resposta inflamatéria provocada pelo colapso pulmonar induzido

em equinos higidos

Data: /

Prof. Dr.

Dissertagcao apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em  Clinica Cirurgica
Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo para obtencdo do titulo de

Mestre em Medicina Veterinaria

Banca Examinadora

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Julgamento:

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Julgamento:

Instituicao:

Assinatura:

Julgamento:




DEDICATORIA

A minha familia, especialmente meus pais
que foram 0s mais importantes
responsaveis pela minha formacdo e
conquistas

Ao meu marido Fred, com quem divido uma
grande, se ndo a maior felicidade: Gabriel.

Ao meu filho Gabriel, sem ddvida um
grande companheiro nessa etapa da minha
vida



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. André Luis do Valle De Zoppa, pela orientacdo, apoio, confianca e
acima de tudo, pela amizade sempre presente

A Dra. Cristina Massoco, amiga Cris em quem me espelho, muito obrigada
por toda a dedicac&o desde o comeco.

A amiga Renata. Vocé tem toda razo: teria mesmo sido muito chato se fosse

Ao meu companheiro, Fred, por toda a ajuda e paciéncia

Aos colegas de pés-graduacao, Alexandre, Tati e Romero, pelo apoio
indispensavel nos experimentos

Ao amigo Rodrigo Cruz, sempre disposto a ajudar

A amiga Sandra pela dedicac&o, quando era muito dificil ter s6 duas mé&os...

Aos funcionarios do HOVET FMVZ-USP, especialmente Henrique e Cicero,
sempre presentes e prontos para ajudar a qualquer hora

Aos residentes e estagiarios pelo cuidado e responsabilidade com os animais

Ao Prof. Dr. Luiz Carlos de Sa-Rocha, por ter disponibilizado o espaco de
trabalho e equipamentos no departamento de Patologia da FMVZ-USP

Aos colegas e funcionarios do VPT, que hoje posso chamar de amigos, muito
obrigada pela ajuda nos meus primeiros passos no laboratorio

Aos amigos do Laboratério Hipico de Sdo Paulo, especialmente Alma e
Samantha por tudo que me ensinaram

A todos os meus professores, pelos ensinamentos e dedicacéo



As amigas Thais e Ju pela amizade tdo verdadeira que me apdia ha muito
tempo

Ao Ney, secretario do departamento de cirurgia, pela dedicacéo para que tudo
desse certo no final

A todos os amigos, que mesmo de longe sempre me apoiaram

A Capes, pelo auxilio financeiro concedido na forma de bolsa de mestrado

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo
auxilio financeiro para realizagdo do projeto

Aos funcionarios da biblioteca da FMVZ sempre tdo dispostos a ajudar

Aos que participaram e ajudaram, mesmo que involuntariamente nesse
trabalho: High Head, Principe, Preto Véio, Felomenal, Minelli, Bruno, Prexedis, Bob,
Trinta, Pingo, Salsicha, Zoreia, Late Palm, Roleta, Fuzarca e Guigui. E aos que ao
longo desses anos todos foram tdo importantes para mim, mesmo ser ter
consciéncia disso.

A Tati, Ré, Alexandre, Binha, Rosendo e Sandra, por terem ajudado a dar
uma casa para alguns dos nossos animais

Enfim, muito obrigada a todos que mesmo indiretamente contribuiram nesse
trabalho, por terem me apoiado durante todo esse tempo. Ajudar uma barriguda
chorona deve ter sido muito dificil, assim como cuidar do pequeno Gabriel, tdo
presente nos corredores da faculdade!!!!



RESUMO

PENNA, A. C. B. A. Avaliagao da resposta inflamatéria provocada pelo colapso
pulmonar induzido em eqiiinos higidos. [Evaluation of the inflammatory reaction
due to lung collapse in healthy equines]. 2006. 100 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

O organismo apresenta diversas reagdes integradas em resposta a injuria, com o
objetivo de restaurar a homeostase. Dentre esses mecanismos, destaca-se a
resposta inflamatoria, ja que sem ela a injuria que acometeu o organismo dificilmente
seria resolvida. Todo procedimento cirdrgico representa uma injuria para o
organismo. As técnicas cirdrgicas minimamente invasivas tendem a gerar respostas
deletérias mais brandas aos animais; as cirurgias toracicas envolvem, porém, um
trauma adicional caracterizado pelo colapso pulmonar, que se faz necessario mesmo
nas técnicas minimamente invasivas. Foram realizados em humanos diversos
estudos que avaliam as vantagens desta técnica em relacdo a toracotomia; na
espécie equina, a toracoscopia vem sendo aplicada na rotina hospitalar desde a
década de 80 e relatos afirmam ser um procedimento cirurgico seguro. No entanto,
nao foram descritos dados referentes a resposta inflamatéria decorrente deste
procedimento. Desta forma, este estudo visou avaliar a resposta inflamatoria
sistémica e local decorrente da técnica, na qual a indugdo e redugao do colapso
pulmonar foram feitas de maneira controlada. Foram utilizados 12 equinos higidos,
de raca e idade variadas, de ambos os sexos. Os animais foram divididos em dois
grupos, submetidos a toracoscopia com duragao de 30 e 60 minutos (grupos 1 e 2,
respectivamente). As pressdes intratoracicas foram controladas em todos os
procedimentos, permitindo controle da inducdo e reducdo do colapso pulmonar,
diminuindo assim a ocorréncia de pneumotérax residual. Amostras de sangue,
liquido pleural e lavado bronco alveolar foram coletadas antes do procedimento
(M1), e duas (M6), seis (M7) e 24 horas (M8) apds o inicio do colapso pulmonar.
Estas foram usadas para avaliagdo da resposta inflamatéria por meio de
mensuragdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas células
presentes em cada tipo de amostra, utilizando-se como metodologia a citometria de

fluxo, e para a quantificagdo de citocinas por ELISA (IL-1B) ou por ensaio biologico



(TNF-o. e IL-6). Para analise dos resultados foi considerada a possivel influéncia dos
fatores grupo e momento experimental em cada uma das variaveis estudadas. Os
valores de burst oxidativo apresentados pelas células das amostras em questao nao
sofreram influéncia dos fatores avaliados. Nao foi possivel avaliar a variagdo dos
niveis de IL-1B pela metodologia aplicada. Os niveis de TNF-o sofreram influéncia
estatisticamente significativa do fator momento experimental nas amostras de lavado
broncoalveolar e liquido pleural, sendo que M6 apresentou maiores niveis desta
citocina; nao foi observada influéncia desses fatores nos niveis plasmaticos da
mesma. Em relacéo a IL-6, foi observada influéncia do fator momento experimental
nas amostras de plasma e lavado broncoalveolar, e de ambos os fatores nas
amostras de liquido pleural, sendo que os niveis dessa citocina apresentaram um
padrao de aumento mais tardio que o apresentado pelo TNF-a. Concluimos que o
colapso pulmonar induzido por infusdo de gas CO, em equinos higidos provocou
uma reacao inflamatéria localizada na cavidade toracica, em que nao foram
observadas diferencas significativas entre os dois grupos experimentais. Assim, a
cirurgia toracica videoassistida em equinos com até 60 minutos de duragéo pode ser
indicado sem que fatores oriundos da técnica cirurgica agravem a enfermidade. Uma
vez que nao foi observada influéncia dos fatores estudados nos valores de pressao
intratoracica, acreditamos que a metodologia aplicada foi adequada para a
realizacdo da técnica, provendo adequado controle e redugdo da ocorréncia de
pneumotorax residual, que somente foi observado nos casos onde ocorreu

pneumotorax bilateral durante o procedimento cirurgico.

Palavras-chave: Equinos. Toracoscopia. Colapso pulmonar. Inflamacgao



ABSTRACT

PENNA, A. C. B. A. Evaluation of the inflammatory reaction due to lung collapse
in healthy equines. [Avaliagdo da resposta inflamatoria provocada pelo colapso
pulmonar induzido em equinos higidos]. 2006. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

Organisms present several integrative reactions to injury, aiming at the
reestablishment of homeostasis. Among these mechanisms is the inflammatory
reaction, for without it the initial injury would hardly be solved. Every surgical
procedure represents an injury for living organisms. Minimally invasive surgical
techniques tend to induce milder negative reactions in animals; nonetheless, thoracic
surgery leads to an additional trauma characterized by lung collapse, required even
in minimally invasive surgical techniques. Several human studies have assessed the
advantages of this technique compared to thoracotomy; in horses, the use of
thoracoscopy has increased in routine procedures since the 1980s, and reports point
to the safety of its usage. Nevertheless, no data regarding the inflammatory reaction
induced by this procedure has been reported. In this matter, our study aimed at the
evaluation the local and systemic inflammatory response associated with this
technique, in which the induction and reduction of lung collapse were carefully
controlled. 12 healthy horses of varied breeds, age, and of both genders were used.
Animals were divided in two groups, and submitted to thoracoscopy for 30 or 60
minutes (groups 1 and 2, respectively). Intrathoracic pressure was controlled in every
procedure, allowing the induction and reduction of lung collapse, reducing the chance
of residual pneumothorax. Samples of blood, pleural fluid, and bronchoalveolar fluid
were harvested before the procedure (M1), and two (M6), six (M7) and twenty-four
hours (M8) after the onset of lung collapse. These samples were employed for the
evaluation of the inflammatory reaction through measurement of reactive oxygen
species (ROS) by cells present in each sample, using flow cytometry, and for
cytokine quantification by ELISA (IL-1B) or bioassay (TNF-a. and IL-6). For the
analysis of our results the factors group and experimental timepoint were considered
for every variable studied. Values of oxidative burst displayed by cells in each sample

did not depend on the factors analyzed. Variation of IL-1B levels could not be



detected by the methods employed here. Levels of TNF-o were statistically
influenced by the factor experimental timepoint in pleural fluid and bronchoalvolar
fluid, and the highest levels of this cytokine were observed in M6; no influence of
these factors on its plasmatic levels was observed. Regarding IL-6, we found an
influence of the factor timepoint in samples of plasma and bronchoalveolar fluid, and
an influence of both factors in samples of pleural fluid, being the highest levels of this
cytokine found later than the TNF-o peak. We conclude that the lung collapse
induced by CO; in healthy horses caused an inflammatory reaction restricted to the
thoracic cavity, without significant differences between groups 1 and 2. Thus, video-
assisted thoracic surgery in horses lasting up to 60 minutes can be recommended
leads to no signs of direct negative effects of the technique that could worsen the
patient condition. Since we found no influence of either factor studied on values of
thoracic pressure, we conclude that the methods employed for the surgery were
adequate, supplying sufficient control over the occurrence of residual pneumothorax,

observed only in cases of bilateral pneumothorax during the procedure.

Keywords: Equine. Thoracoscopy. Lung collapse. Inflammation
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1 INTRODUGAO

O organismo responde a injuria tendo como principal objetivo a restauragao
da homeostase. Para tanto, uma série de respostas fisiolégicas impedem que a
lesdo se propague. Esses eventos desencadeiam uma cascata coordenada
principalmente pelo sistema nervoso central, mas que conta com a participacao de
outros sistemas organicos, como o enddécrino e o imunolégico. As reagbdes séo
mediadas por produtos de neutréfilos e macréfagos, e tais mudangas resultam no
aumento do metabolismo, lipdlise, lise protéica e expansado de fluido extracelular,
podendo levar a faléncia de 6rgaos (HILL, 2000).

Sabe-se que os procedimentos cirurgicos sao percebidos como injuria, e
portanto levam a profundas alteracbes metabdlicas e nos mecanismos de defesa do
organismo, dificultando a funcdo pulmonar, podendo levar a hipoxemia (KEHLET,
1999). Essas mudangas estdo envolvidas com morbidades pds-operatorias
(KEHLET, 1999).

As técnicas cirurgicas minimamente invasivas, dentre suas outras
caracteristicas e objetivos, tém como finalidade diminuir respostas possivelmente
deletérias ao organismo. A toracoscopia, no entanto, intrinsecamente envolve um
trauma adicional que consiste no colapso pulmonar (YIM et al., 2000).

Este procedimento cirurgico vem sendo realizado na espécie equina desde a
década de 80. Atualmente sao descritas aplicagdes diagndsticas e terapéuticas da
toracoscopia. No entanto, ndo foram realizados estudos que avaliaram a resposta do
paciente ao procedimento, bem como suas consequéncias. Para tanto, além da
avaliagcdo da resposta sistémica, o estudo da resposta local, utilizando-se tecido
pulmonar ou liquido pleural se faz necessaria, uma vez que a injuria pode nao
provocar alteracdes sistémicas.

O presente trabalho aborda a hipotese de que a toracoscopia em equinos
provoca uma resposta inflamatéria passivel de avaliagao pela dosagem de citocinas
circulantes e teciduais. Acreditamos que, por meio deste trabalho, a resposta a esta
questdo é de grande importancia para que se possa fazer uma indicagdo precisa
deste procedimento para cada paciente. A metodologia aplicada objetiva manter o
maior controle da indu¢cdo, manutencédo e redugao do pneumotdrax, dando assim

uma maior seguranga ao procedimento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A CAVIDADE PLEURAL E ANALISE DO LiQUIDO PLEURAL

A pleura € uma serosa formada por folhetos (parietal e visceral) constituidos
por mesotélio e uma fina camada de tecido conjuntivo. Esses folhetos envolvem
inteiramente os pulmbes, delimitando para cada um, uma cavidade independente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999); essa cavidade € preenchida por uma fina pelicula
de liquido que permite o deslizamento dos folhetos durante 0 movimento respiratorio,
sendo considerada portanto uma cavidade virtual (DEHEER; PARRY; GRINDEM,
2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

O liquido pleural se origina do processo de filtragcdo microvascular e o seu
transporte ocorre através de duas barreiras, o endotélio capilar e o intersticio da
pleura (LAI-FOOK, 2004). A dindmica da renovagao do liquido pleural parece ser
diferente entre as espécies, uma vez que se observam pequenas diferencas
anatémicas (COWELL et al., 1987; DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002; LAI-FOOK,
2004). Nos grandes animais, o espaco pleural, a pleura visceral e os alvéolos s&o
mais espessos (LAI-FOOK, 2004), além disso, a pleura visceral é irrigada por
artérias sistémicas, assim como a parietal, ndo existindo portanto um gradiente de
pressao, impedindo um fluxo de liquido da pleura parietal para a visceral como
ocorre nos pequenos animais, onde a pleura visceral € irrigada por artérias
pulmonares (DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002). Desta maneira, nos grandes
animais pode ocorrer filtragao de liquido pleural através de capilares bronquiais da
pleura visceral, enquanto que nos pequenos animais existe a reabsorcdo de
pequenas quantidades de liquido por capilares pulmonares existentes nessa pleura
(LAI-FOOK, 2004). Nos equinos, o liquido pleural é removido da cavidade pelos
vasos linfaticos localizados na pleura, e um aumento no volume de fluido presente
na cavidade toracica ocorre quando a taxa de formacdo excede a remocgao do
mesmo (DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002).

A pleura apresenta uma grande permeabilidade, sendo assim, em
determinadas condi¢bes, liquidos ou ainda gases presentes na cavidade séao
rapidamente absorvidos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). O acumulo de liquidos
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entre os folhetos visceral e parietal decorrente de um processo inflamatério € comum
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

As efusbes pleurais no equino podem ser classificadas como
parapneumonicas (relacionada com um quadro de pleuropneumonia), nao
parapneumonicas (relacionadas a diversas condi¢des, tais como: faléncia cardiaca,
doenga hepatica crbnica, hipoalbuminemia, ruptura diafragmatica, pleurite,
pneumonias, abscessos pulmonares, neoplasia toracica, injuria traumatica,
parasitismo e hemotorax) ou ainda idiopaticas, sendo que essas Ultimas
normalmente sdo associadas a um pior prognostico (DEHEER; PARRY; GRINDEM,
2002).

O volume, a celularidade e a composi¢cdo do liquido existente na cavidade
usualmente refletem as condi¢des das superficies pleurais (DEHEER; PARRY;
GRINDEM, 2002).

A inflamagao pleural secundaria a uma doenca sistémica ou ainda com
envolvimento do parénquima pulmonar esta classicamente envolvida com o
desenvolvimento de efusdo pleural e com o recrutamento de células fagocitarias,
citocinas quimiotaticas, como a IL-8 (interleucina 8) e o MCP-1 (proteina quimiotatica
de mondcitos), permitindo o movimento de células do compartimento vascular para
0 espago pleural (neutréfilos seguidos de fagocitos mononucleares) (ANTONY et al.,
1993).

Ainda que de ocorréncia bastante comum, ndo se sabia se no caso de efuséo
pleural bilateral em humanos o liquido acumulado em um hemitérax era semelhante
ao outro (KALOMENIDIS et al.,, 2003). Os mesmos autores realizaram estudo
retrospectivo e observaram que o liquido pleural coletado de pacientes com efuséo
bilateral apresentavam caracteristicas semelhantes, concluindo que em casos em
que a toracocentese diagnostica se faz necessaria, ndo € necessario que esta seja
feita em ambos os lados, a ndo ser que se tenha uma indicagao clinica especifica.
No entanto, reconhecem a limitagdo do estudo e sugerem que outros sejam
realizados com um numero maior de pacientes e com diversas etiologias de efusao
pleural.

Sabe-se que a maioria dos cavalos apresenta um mediastino fenestrado,
nesse caso, amostras de liquido pleural obtidas de ambos os lados devem ser
equivalentes, no entanto, em casos em que se tem doenca toracica, os orificios

podem ser obstruidos por fibrina, e consequentemente os hemitérax podem nao ser
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afetados da mesma maneira, tornando necessaria a avaliagao dos dois hemitérax
(DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002).

A contagem total e diferencial de leucocitos nas efusbes pleurais sao
bastante uteis no diagndstico e manejo de pacientes com efusao pleural, porém o
método de avaliacdo da amostra, assim como seu acondicionamento, podem
influenciar nos resultados obtidos (CONNER et al., 2003). Os autores verificaram
que apesar dos valores obtidos da contagem manual de leucdcitos terem uma
equivaléncia daquela realizada automaticamente, essa ultima ao realizar a contagem
diferencial, tem dificuldade de diferenciar neutréfilos de mondcitos e células
mesoteliais. Os mesmos autores salientam que a contagem total de leucdcitos é
alterada quando n&o se faz uso de anticoagulantes no armazenamento da amostra e
que nao ha diferenga na contagem total de leucécitos em amostras refrigeradas por
até 24 horas.

O exato volume de liquido pleural e sua composig¢ao celular sdo dificeis de
determinar em humanos saudaveis, uma vez que a quantidade de liquido recobrindo
a superficie pleural € muito pequena e ha dificuldade para que seja realizada uma
técnica nao traumatica de coleta (NOPPEN, 2004; NOPPEN et al., 2000). Foi
descrita pelos mesmos autores uma técnica de lavagem pleural com o objetivo de se
estudar o liquido pleural em humanos, tornando conhecido o volume e populagcao

celular.

2.2 TORACOCENTESE

Segundo Bennett (1986), a avaliacdo do liquido pleural é essencial para o
diagndstico de doengas pleurais nos equinos.

As doengas pleurais podem ser diagnosticadas por meio da analise do liquido
pleural, colhido por toracocentese. Essa técnica é indicada quando se tem evidéncia
fisica, radiografica ou ultra-sonografica de efusdo ou processos neoplasicos na
cavidade pleural (DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002). A toracocentese pode ser
realizada em equinos em posi¢cado quadrupedal, com o animal contido em tronco,
associado ou ndo ao uso de contencdo fisica ou sedacdo (DEHEER; PARRY;
GRINDEM, 2002).
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Em relagdo a posicdo anatdbmica para a realizagdo da técnica, é importante
que se utilize o bordo cranial da costela como referéncia, impedindo a laceragéao do
plexo intercostal. No lado direito pode ser utilizado o 6° ou 7° espacos intercostais,
cerca de 10 centimetros acima do olécrano ou da jungdo costocondral, no lado
esquerdo pode-se utilizar do 6° ao 9° espacos intercostais de 4 a 6 centimetros
acima do nivel do olécrano ou imediatamente dorsal da juncdo costocondral
(DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002). O local escolhido para a toracocentese é
preparado cirurgicamente e é realizada anestesia local infiltrativa na pele e na
musculatura intercostal, uma canula mamaria de 7,5 centimetros acoplada a uma
seringa e uma torneira de trés vias é entdo inserida através da musculatura, quando
a cavidade é atingida, pode-se perceber uma diminuigcdo da tensdo e a amostra é
entdo colhida por sucgéo (DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002).

O liquido pleural usualmente é facilmente obtido por essa técnica, porém isso
pode nao ocorrer apds a primeira tentativa. Caso a coleta seja improdutiva, pode-se
utilizar cateter urinario para cadelas, com 30 centimetros de comprimento. A
quantidade de fluido pleural obtido através da toracocentese € variavel, sendo as
suas caracteristicas semelhantes as do liquido peritoneal (BENNETT, 1986;
COWELL et al., 1987; DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002; WAGNER; BENNETT,
1982). A amostra obtida deve ser acondicionada com anticoagulantes, pois mesmo
em animais normais, onde se tem uma quantidade muito pequena de fibrinogénio, a
amostra pode ser contaminada com sangue no momento da coleta (DEHEER;
PARRY; GRINDEM, 2002).

Complicagdes relacionadas a técnica sdo consideradas incomuns, porém
quando realizada de maneira inapropriada pode resultar em pneumotérax, laceragao
pulmonar, hemotérax, arritmia cardiaca ou ainda pungdo de outros 6rgéos, tais
como: intestino, figado ou coragdo. Ocasionalmente, pode-se observar celulite
localizada no local da puncio, nesse caso, deve-se realizar tratamento sintomatico
(DEHEER; PARRY; GRINDEM, 2002).

2.3 LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

O lavado broncoalveolar tem o objetivo de instilar fluido nas vias aéreas e

coleta-lo posteriormente, gerando uma amostra que contenha tanto o liquido
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existente nas vias aéreas quanto ceélulas do epitélio de revestimento da porgao distal
do trato respiratorio. A técnica tem sido empregada em equinos no diagnostico, e
mais recentemente, como tratamento das afec¢des pulmonares, além da avaliacédo
do pulmao de animais submetidos a anestesia geral (ITO et al., 2001; ITO; HOBO;
KASASHIMA, 2003). Essa técnica promove uma avaliagdo mais adequada dos
processos do trato respiratério inferior quando comparada ao lavado trans traqueal
(LAPOINTE; VRINS; LAVOIE, 1994).

Lapointe, Vrins e Lavoie (1994) descreveram uma técnica para realizagao do
LBA em cavalos, em que utiliza-se endoscopio flexivel de 180 centimetros de
comprimento € 14mm de didmetro, sendo esse direcionado até a 42 ou 62 geracao
de bronquios. Se utiliza dessensibilizacdo com 50 a 100 mL de solug¢do de lidocaina
a 0,5% e entdo dois bolus de 250 mL de solucdo salina isotdnica estéril, que é
rapidamente instilada e imediatamente recuperada através do canal de trabalho do
endoscopio utilizando-se uma bomba de sucgdo. O volume médio de liquido
recuperado nos animais controle (sadios) foi de 53 + 15%.

E importante que as técnicas de realizagdo do LBA sejam padronizadas, uma
vez que € descrita pela literatura a influéncia da manipulagdo das amostras nos
resultados obtidos, principalmente relativos a citologia (LAPOINTE; VRINS; LAVOIE,
1994), assim como o efeito do volume utilizado e a realizagdo de lavados
sequenciais tém efeitos na contagem celular em cavalos saudaveis (SWEENEY et
al., 1992).

Lapointe, Vrins e Lavoie (1994) analisando o lavado broncoalveolar em 14
animais e os efeitos da manipulacdo da amostra em relacdo a realizacdo de
centrifugacao e utilizacado de cito centrifuga ou centrifugagdo em laminula de vidro,
verificaram que apesar de nao ser verificada diferenga estatisticamente significativa
na contagem de células antes ou apds a centrifugagao, analises individuais mostram
diferengas marcantes; a centrifugacdo provoca diminuicdo na porcentagem de
mastocitos nos lavados provenientes de animais que apresentam doenga do trato
respiratorio inferior; a porcenteagem de linfocitos € maior nas Iaminas obtidas por
centrifugagcdo em laminulas de vidro do que as obtidas em cito centrifugas; a
porcentagem de macréfagos em animais higidos, assim como a de neutréfilos em
animais que apresentam doenca do trato respiratério inferior € menor nas amostras

obtidas por centrifugacdo em laminulas de vidro, e ainda observaram que existe



Revisao da literatura 22

diferenca na morfologia das células obtidas pelas diferentes técnicas de

centrifugacéo.

2.4 A UTILIZACAO DA TORACOSCOPIA E SUAS IMPLICACOES

A toracoscopia € um dos métodos de avaliagdo da cavidade toracica na
espécie equina, consiste na visibilizacdo da cavidade através de endoscopio rigido
ou flexivel (ZOPPA et al., 2001) e vem sendo realizada em equinos desde 1980
(PERONI et al., 2001; ROSSIER et al., 1990), como meio diagndstico (MUELLER et
al., 1992; ROSSIER et al., 1990; VACHON; FISCHER, 1998) e, também, para o
tratamento de afecg¢des toracicas (PERONI et al., 2001; VACHON; FISCHER, 1998;
ZOPPA, 2003; ZOPPA et al., 2001), sendo classificada como uma técnica
minimamente invasiva.

Segundo Blanc et al. (2002) a toracoscopia tem mostrado grande valor
diagndstico na medicina humana desde que seu trabalho observou que esta técnica
melhora a qualidade do diagndstico da biopsia pleural fechada, permitindo sua
realizagdo com observacgao direta da lesdo, no entanto, quando se tem aderéncias
pleurais, estas podem limitar o acesso a cavidade.

Em animais adultos, esta técnica pode ser realizada em posi¢ao quadrupedal
associando-se a anestesia local a sedativos, e analgésicos quando necessario
(PERONI et al., 2000; ZOPPA, 2003; ZOPPA et al., 2001).

Algumas complicagdes decorrentes da toracoscopia foram descritas, e
incluem ocorréncia de dor, infeccdo, pneumotérax e laceragdes do tecido pulmonar
(MACKEY; WEAT, 1985; MANSMANN; BERNARD - STROTHER, 1985). Na
medicina humana, foram descritos casos de morte relacionados a técnica, sepse e
casos de empiema, no entanto sdo raros e de maneira geral o procedimento pode
ser considerado eficaz e relativamente seguro no manejo das doengas pleurais
(BLANC et al., 2002). Peroni et al. (2000) descrevem ocorréncia de pneumotorax
residual em dois dos seis animais utilizados no experimento, porém nao relatam a
ocorréncia de pneumotodrax bilateral durante os procedimentos.

Peroni et al. (2000) relacionaram sinais de desconforto dependendo da

localizacdo do portal cirurgico, assim como da manipulagdo do equipamento, os
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autores observaram um maior desconforto quando se tinha manipulagdo no portal
localizado no 8° espaco intercostal.

Peroni et al. (2000) realizaram avaliagdo por meio de exame fisico, assim
como de leucograma e niveis de fibrinogénio plasmaticos, e contagem de leucdcitos
no lavado broncoalveolar de animais submetidos a toracoscopia, antes e apds 48
horas do procedimento, e ndo foram observadas diferengas entre os valores obtidos.

Para perfeita visualizacdo do hemitérax a ser examinado € necessario que se
induza a instalagdo de pneumotdérax, com consequente colapso pulmonar. O
pneumotorax pode ser induzido pela perfuracdo da pleura parietal com auxilio de
uma pinga hemostatica Crille, provocando influxo passivo de ar na cavidade
(PERONI et al., 2001; ZOPPA et al., 2001, 2002) ou por infusdo controlada de gas
CO, (WOLFER et al., 1994).

Em relagdo as alteragbes hemodindmicas que o procedimento pode causar,
relatos afirmam que o pneumotdérax unilateral induzido com baixo fluxo, e mantido a
baixo nivel de pressdo ndo provoca alteragdes hemodinédmicas, de oxigenagao,
ventilagcdo e metabdlicas significativas, em equinos higidos submetidos a sedacéao
com romifidina e tartarato de butorfanol, sendo que esse protocolo apesar de ser
adequado para a realizacdo do procedimento foi responsavel pelas alteragdes
hemodinamicas e de oxigenag&o nos animais utilizados nesse trabalho (MACHADO,
2003). Da mesma maneira, a detomidina utlizada por Peroni et al. (2000) foi relatada
como responsavel pelas alteragdes cardiovasculares e respiratérias observadas em
animais submetidos a toracoscopia. Wolfer et al. (1994) concluiram em estudo com
32 pacientes humanos que o uso de insuflagdo utilizando-se gas CO, durante a
toracoscopia € seguro, ndo sendo observados efeitos hemodinamicos nos pacientes,
referentes ao seu uso.

Muitos estudos abordaram a reagdo inflamatdria provocada por
procedimentos cirurgicos tradicionais, comparando-os ainda com procedimentos
classificados como minimamente invasivos, por exemplo a laparoscopia. No entanto,
esses resultados nem sempre sdo comparaveis aqueles das cirurgias toracicas, uma
vez que nestas € necessario que se tenha um colapso pulmonar instalado, fato que,
por si sO, pode gerar um trauma adicional ao paciente, podendo levar a resposta
organica diferente (YIM et al., 2000).
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2.5 RESPOSTA ORGANICA A INJURIA - INFLAMAGAO

Inflamagéo é definida por Majno e Joris (2004) como resposta a injuria local
em tecidos vascularizados com o propdsito de fornecer leucécitos e plasma ao local
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Portanto, em resposta a injuria, o organismo
apresenta diversas reagdes integradas com o objetivo de restaurar a homeostase
(HILL; HILL, 1998; MACKAY, 2000). Sem a ocorréncia da inflamac&o, a injuria que
acometeu o organismo jamais seria resolvida (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
Neste processo estdo envolvidos os sistemas nervoso, endocrino e imunologico
(BIFFL et al., 1996).

Cada tipo de célula inflamatéria (sdo elas: neutrdfilos, eosindfilos,
mondcitos/macréfagos, plaquetas, mastocitos/basofilos, linfécitos T, linfocitos B,
células NK (natural killer), células dendriticas, células endoteliais e fibroblastos) &
especializada em uma funcdo, desta maneira, nem todas sao recrutadas em todos
os eventos inflamatorios (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; MAJNO; JORIS, 2004).
Os 11 tipos celulares sao normalmente quiescentes e se tornam ativados no foco
inflamatério e produzem mediadores inflamatérios, que s&o definidos como
moléculas que sao geradas em focos inflamatérios e que modulam a resposta
inflamatoria de alguma maneira (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; MAJNO; JORIS,
2004).

Desta forma, leucécitos circulantes, entre eles neutrofilos e macrofagos, sao
rapidamente atraidos para o local de lesdo. No tecido, produzem e estimulam células
residentes (como os fibroblastos) a sintetizar e liberar diversos mediadores do
processo inflamatdrio, tais como citocinas, fator de ativagao plaquetaria (PAF),
radicais livres de oxigénio, 6xido nitrico e metabdlitos do acido araquidénico. Muitas
moléculas que participam deste processo exercem tanto fung¢des locais (paracrina)
quanto a distancia (enddcrina), em o6rgdos como figado, pulmdes, intestinos e
musculatura esquelética. Além disso, apds a injuria ocorre a ativagdo do sistema
complemento, estimulando ainda mais a producdo de citocinas por monocitos e
macrofagos, com relevancia para a inflamagéo e reparagao tecidual (HILL, 2000). O
TNF-o. (fator de necrose tumoral alfa) e a IL-1 (interleucina 1) sdo as principais
citocinas que modulam a inflamacgéo agindo no endotélio, leucécitos, fibroblastos e

induzindo a resposta de fase aguda sistémica juntamente com a IL-6 (interleucina 6);
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sua secrecgao pode ser estimulada pela presenca de endotoxina, imunocomplexos,
injuria fisica e outros estimulos inflamatdrios (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Citocinas sao pequenas proteinas responsaveis pela “comunicagcao” celular,
sao secretadas por quase todas as células, ndo s6 as inflamatérias, e controlam a
sobrevivéncia, o crescimento, a diferenciacdo, e a funcdo de outras células, quase
sempre a uma distancia curta. Cada uma pode ser secretada por diversos tipos
celulares e se ligam a receptores especificos. Sdo descritas centenas de citocinas, a
sua classificagao é dificil pois sdo multifuncionais com efeitos redundantes (ABBAS,
2005; MAJNO; JORIS, 2004).

De modo global, apés a ocorréncia de uma injuria, € desencadeada a
chamada resposta de fase aguda, que inclui a produ¢do de algumas proteinas por
hepatocitos estimulados pelas citocinas (GRUYS; OBWOLO; TOUSSAINT, 1994;
KENT; GOODALL, 1991). Estas sdo chamadas, coletivamente, de proteinas de fase
aguda, dentre as quais se destacam a CRP (Proteina C Reativa) e o SAA (amildide
A sérico), que apresentam um aumento rapido, sendo ja detectaveis na circulagéo
apos 4 a 5 horas da injuria e permanecendo elevadas durante as proximas 24 horas
(GRUYS; OBWOLO; TOUSSAINT, 1994). A anadlise das proteinas de fase aguda de
maneira eficaz depende da obteng¢ao de antisoros especificos para cada uma delas
na espécie estudada (KENT; GOODALL, 1991; YAMASHITA et al., 1991).

Yim et al. (2000) citaram o importante papel das citocinas na indugéo da
resposta de fase aguda decorrente do trauma cirurgico e Gruys, Obwolo e Toussaint
(1994) atribuem ao TNF-a a IL-1 e a IL-6 a ativagdo da formagao das proteinas de
fase aguda e ainda relatam que a IL-6 inibe a producdo de IL-1 e TNF-o por
mondcitos.

A reparacao tecidual durante o periodo pdés-cirurgico depende da acédo de
diversos tipos celulares, como os leucocitos, trombocitos e fibroblastos, além de
varios mediadores inflamatérios, como as citocinas, as quais exercem importante
papel de comunicacdo entre células, e fatores de crescimento, responsaveis por
controlar a proliferagao, diferenciacdo e maturagao de células e matriz extracelular
(WEISSFLOG et al., 1999). Por exemplo, além de atuar em diversas linhagens
celulares tumorais, o TNF-o. age em diversas outras células, tais como os
polimorfonucleares, e estimula a produgao de outras citocinas, entre elas a IL-1 e IL-
6 (MORRIS; MOORE, 1991; MORRIS; MOORE; CROWE, 1991; WEISSFLOG et al.,
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1999). Diversos leucécitos participam em momentos distintos apdés a leséo.
Imediatamente apdés a injuria se observam predominantemente neutréfilos
(WEISSFLOG et al., 1999). Apos 12 horas da ocorréncia da lesao, inicia-se um
predominio de células mononucleares, como macrofagos, que participam ativamente
na formagdo de uma rede produtora de citocinas e fatores de crescimento (que
inclui, como citado anteriormente, células residentes, como o fibroblasto),
coordenando as agdes celulares nesta fase (WEISSFLOG et al., 1999).

Em condi¢cdes onde a producdo de mediadores inflamatérios, como as
citocinas, esta sob controle, seus efeitos sdo predominantemente benéficos,
proporcionando importante auxilio na resolugdo do processo inicial de injuria. No
entanto, naquelas situagées em que ocorre um processo inflamatorio exagerado ou
descontrolado, podem advir efeitos deletérios, tanto locais quanto sistémicos,
resultando em uma perda da homeostase (HILL, 2000; TOMPKINS, 1997). Biffl et al.
(1996) denominaram tal resposta de hiper-inflamatéria, e citam que, quando
disseminada e persistente, pode levar a imunossupressao. Weissflog et al. (1999)
sugerem que dosagens de algumas citocinas, tais como o TNF-o e GM-CSF (fator
estimulador de col6nia de granuldcitos e macrofagos) podem identificar pacientes de
risco para desenvolver complicagdes pos-cirurgicas.

Os radicais livres de oxigénio sdo produzidos in vivo durante o metabolismo
de células aerdbicas ou provenientes da ativagdo de fagdcitos. S&do denominados
também de ERO (espécies reativas de oxigénio), e quando liberados por fagocitos
ativados, resultam de uma sequéncia de reac¢des bioquimicas com alto consumo de
oxigénio e conhecidas como burst oxidativo (MASSOCO, 2003). Esses radicais livres
de oxigénio quando dentro ou proximo as células, pode iniciar uma série de reacdes
que tém efeitos irreparaveis em suas macromoléculas, tais como: lipidios, proteinas,
carboidratos e até mesmo o DNA (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; MAJNO;
JORIS, 2004). Sabendo-se que esses radicais sao produzidos por células
inflamatadrias (principalmente os neutréfilos), € importante levar em consideracédo que
se a inflamacgao € decorrente de um processo infeccioso, a tentativa de diminuir, ou
até parar a atuacao destes, torna-se sem sentido, uma vez que sao a principal arma
dos leucdcitos; no entanto, quando a inflamagcdo nao esta relacionada a um
processo séptico e ndo é desejada, a tentativa de se parar o processo € prioritaria
(MAJNO; JORIS, 2004).
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Portanto, em baixos niveis, as ERO podem atuar amplificando a cascata da
resposta inflamatdria, favorecendo assim a resposta de reparagao das lesdes; no
entanto, quando presentes em niveis muito elevados, podem levar a lesdo das
células endoteliais e de outros tipos celulares, gerando mais lesdo e aumentando a
injuria inicial (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Os principais radicais livres de
oxigénio sao: o anion superoxido (Og’), peroxido de hidrogénio (H2O.) e radical
hidroxila (OH") (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; MACKAY, 2000).

Bass et al. (1983) descreveram método de mensuragdo da produgédo de
radicais livres por leucécitos polimorfonucleares de sangue periférico, utilizando a
técnica de citometria de fluxo e o composto 2’- 7’- diclorofluoresceina diacetato
(DCFH). A fluorescéncia resultante da oxidagdo do DCFH provocada pelos radicais
presentes no meio intracelular é relacionada de maneira linear ao burst oxidativo.

A utilizagcdo da técnica de citometria de fluxo para a mensuragao de burst
oxidativo de leucécitos em equinos ja foi descrita por diversos autores. Flaminio et al.
(2000) e Raidal, Bailey e Love (1998) utilizaram a técnica de citometria de fluxo para
avaliagao da resposta das células ao DCFH, posteriormente, a citometria de fluxo foi
aplicada por Raidal et al. (2000) para avaliar o efeito do exercicio na capacidade
funcional de macréfagos alveolares e linfocitos, e por Raidal, Rose e Love (2001)
avaliando o efeito do treinamento na fung¢ao de leucdcitos circulantes e derivados de
lavado broncoalveolar. Massoco e Palermo-Neto (2003) descreveram a utilizagéo da
técnica avaliando efeitos do Midazolam na fungdo de macréfagos peritoneais e
neutroéfilos circulantes de equiinos.

As citocinas, no entanto, com excegao da IL-6, que segundo Yamada et al.
(1998) € um importante marcador para magnitude do trauma cirurgico, nem sempre
apresentam aumento consideravel apos a injuria. No entanto, sua atividade pode ser
modulada por aumento nos niveis circulantes de antagonistas de seus receptores
(por exemplo, antagonista de receptor de interleucina 1 — IL-1ra) e de moléculas com
capacidade de quela-las (como o receptor soluvel de TNF — sTNF-R), impedindo
assim sua acao. O aumento de concentragao circulante de tais moléculas durante as
primeiras horas apds a injuria modula entdo a agcdo das mesmas. Existem
descricbes de que as concentracdes circulantes de IL-1ra e sTNF-R em pacientes
com sepse encontram-se de trinta a cem mil vezes mais elevadas comparadas as
concentragbes das citocinas correspondentes (TOMPKINS, 1997). Acrescenta-se

que os niveis circulantes das citocinas podem nao refletir adequadamente suas
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concentragdes teciduais, justificando a importancia da mensuragao dos seus niveis
locais, que no caso da cirurgia toracica, sao obtidos no liquido pleural ou em tecido
pulmonar (YIM et al., 2000).

2.6 AVALIACAO DA INJURIA APOS UMA CIRURGIA ENVOLVENDO COLAPSO
PULMONAR

A utilizacdo de técnicas cirurgicas denominadas minimamente invasivas em
substituicdo as técnicas cirurgicas tradicionais é bastante discutida na medicina
humana; as cirurgias abertas foram relacionadas com a ocorréncia de profundas
mudancas enddcrinas e metabdlicas, além dos efeitos nos mecanismos de defesa
do organismo (KEHLET, 1999). Os primeiros estudos relacionados a esse assunto,
realizados na década de 80, compararam as respostas decorrentes da utilizagcédo da
laparoscopia em relacdo a laparotomia, observando que a laparoscopia néao
ocasiona importantes decorréncias enddécrinas e metabdlicas, tendo uma reduzida
resposta inflamatéria (KEHLET, 1999), minimizando a dor e ocorréncia de
complicagdes no periodo pds operatorio (YIM et al., 2000).

Segundo Shennib, Mulder e Chiu (1984), a atividade fagocitica in vitro de
macrofagos alveolares de suinos diminui com a ocorréncia do colapso pulmonar. Por
outro lado, se observam niveis maiores de IL-1 e TNF-o produzidos in vitro por
macrofagos alveolares em pulmdes que sofreram colapso pulmonar (KISALA et al.,
1993).

Cirino (2003) quantificou citocinas séricas e no parénquima pulmonar de ratos
submetidos a colapso pulmonar em modelo experimental utilizando ELISA. Nos
animais que permaneceram ventilados e com toracotomia, submetidos ao colapso
pulmonar intermitente por 120 minutos, observou-se maior concentracao de TNF-o
tecidual do que naqueles animais que foram somente ventilados ou submetidos a
ventilagao e toracotomia, sem colapso pulmonar. Os animais submetidos ao colapso
permanente por 120 minutos apresentaram maiores niveis de IL-6 tecidual quando
comparados com aqueles que foram somente ventilados. Em relagao a IL-1 tecidual,
nao foi observada alteracdo entre os animais estudados, esse resultado pode ser

devido ao pico desta citocina ser apds 180 minutos da injuria, ou ainda porque a
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injuria em questao nao constituiu um estimulo suficiente para estimular sua produgao
em niveis detectaveis. Ja em relagdo ao nivel sérico destas mesmas citocinas (TNF-
o e IL-1), o autor ndo encontrou diferenga significativa entre os grupos estudados. A
IL-6 sérica ndo foi detectada através do método utilizado. O autor concluiu que em
seu modelo experimental, o colapso pulmonar transitorio induz reagao inflamatéria
local sem repercussodes sistémicas.

De Smedt et al. (2004) caracterizaram a inflamacéao pleural apds a ocorréncia
de pneumotdrax primario espontaneo, e concluiram que a afeccao esta relacionada
com uma importante reacao inflamatéria pleural, caracterizada por influxo e ativagao
de eosindfilos e neutréfilos no espaco pleural e por um aumento na contagem total
de leucécitos circulantes, assim como um aumento significativo nos niveis de IL-5,
IL-6, TNF-a, IL-12p40, e proteina ligante de LPS no lavado pleural desses pacientes.

Existem relatos de dosagem e caracterizagao de citocinas na espécie equina,
porém a metodologia utilizada pelos pesquisadores € variada. Foram descritas
quantificagbes por ensaios imunolégicos (ELISA) (BERTONE; PALMER; JONES,
2001), biolégicos (ARMSTRONG; LEES, 2002; GIGUERE et al., 2002; HUBERT et
al., 2004) ou ainda utilizando-se técnicas de biologia molecular (KIRISAWA et al.,
2006).

O edema pulmonar apds a reexpansdo € uma complicagcdo observada em
pacientes submetidos a cirurgia toracica (SUZUKI et al., 2002; TRACHIOTIS et al.,
1997), e caracteriza-se por um processo inflamatério local agudo (SUZUKI et al.,
2002), que normalmente se resolve em 24 a 72 horas. Observa-se aumento de
permeabilidade do endotélio, injurias decorrentes de isquemia e reperfusao,
desbalang¢o de metabolismo do oxigénio, agregacao e degranulacédo de neutréfilos e
necrose tecidual mediada por radicais livres (TRACHIOTIS et al., 1997).

Tanto a presenca de doencga toracica de carater maligno, quanto a natureza
invasiva do procedimento cirdrgico (em menor grau), determinam o padrédo de
reacao inflamatdria subsequente a cirurgia (WEISSFLOG et al., 1999; YAMADA et
al.,, 1998). Niveis mais baixos de TNF-o foram encontrados em pacientes
submetidos a cirurgia toracica que apresentavam doenga maligna em relagéao
aqueles com doengas nao malignas (WEISSFLOG et al., 1999).

Craig et al. (2001), Weissflog et al. (1999) e Yim et al. (2000) compararam a

concentragdo de citocinas em pacientes submetidos a cirurgia videoassistida e a
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toracotomia, observando menores concentragdes de citocinas no periodo pos-
operatério naqueles submetidos a cirurgia videoassistida. No entanto, segundo
Kehlet (1999), apesar de existirem diferengas em relagdo as respostas endocrinas e
imunoldgicas entre pacientes submetidos a cirurgia endoscopica e aqueles que
passaram por cirurgias abertas, estas ndo sao significativas. Weissflog et al. (1999)
observaram que em casos de pacientes que apresentavam doencga toracica maligna,
esse fator influenciava os niveis de citocinas presentes no liquido pleural de uma
maneira mais importante do que a injuria provocada pelo tipo de procedimento. De
modo geral, a recuperagao do paciente pode depender mais de uma efetiva redugao
da dor, de um bom programa de reabilitagdo e alimentacdo adequada, do que do
tipo da cirurgia escolhida (KEHLET, 1999).
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3 OBJETIVOS

e Avaliar a resposta inflamatoria provocada pelo colapso pulmonar induzido por
infusdo controlada de CO, com duragédo de 30 ou 60 minutos (Grupo 1 e Grupo 2)
em equinos higidos, através da dosagem de citocinas circulantes e teciduais, assim
como avaliagao do burst oxidativo.

e Avaliar ocorréncia de pneumotérax residual apds reversao do colapso
pulmonar.

e Avaliar a presséo intratoracica pré e pos colapso pulmonar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizag&o deste trabalho foram utilizados doze equinos (nove machos
e trés fémeas), de raca e idade variaveis, alojados no Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
Foram selecionados somente animais considerados clinicamente sadios e sem
histérico de afecgéo intratoracica prévia, sendo seis locados no grupo 1 e seis no
grupo 2.

Assim como citado anteriormente, os animais do grupo 1 foram submetidos a
um colapso pulmonar de 30 minutos de duracédo e os do grupo 2 de 60 minutos, o
protocolo experimental para ambos os grupos se manteve o mesmo, diferindo
somente o tempo cirurgico e de duragdo da sedacdo para que o procedimento se
tornasse possivel.

Um dos animais submetidos ao procedimento cirdrgico (animal numero 6) foi
retirado do protocolo durante a coleta do momento 6 (2 horas apo6s o inicio do
pneumotorax) devido a problemas comportamentais. Os dados referentes a raca,
sexo, idade e peso dos animais (denominados 1 a 12), estdo relacionados no
apéndice A — quadro 1.

Ao ingressarem no setor, os animais foram submetidos a exame clinico e
vermifugados com moxidectina’ e quando necessario, realizado controle de
ectoparasitas com deltametrina®>. No periodo em que permaneceram alojados no
Departamento, receberam agua a vontade, feno de “coast-cross” como volumoso e
500 gramas de concentrado de ragao peletizada comercial®, ambos duas vezes ao
dia.

! Equest® - Fort Dodge Animal Health
2BUTOX® P CE 25 - Intervet Brasil
% Raczo Triumph Rodeio® - Socil
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4.2 EQUIPAMENTOS

4.2.1 Cirurgia toracica videoassistida

Para realizagao da cirurgia toracica videoassistida foram utilizados
— Optica rigida de 30cm de comprimento com 10mm de diametro e 0° de angulo de
visdo, marca ASAP*,
— Cabo de fibra dptica de 200cm de comprimento, marca ASAP*.
— Canula de 10,5cm de comprimento e 10mm de diametro, modelo Endo TIP®,
marca KARL STORZ* (Figura 1).
— Monitor modelo Trinitron PVM-14N2E, marca SONY* (Figura 2).
— Processadora de imagem, modelo Telecam-DX NTSC, marca KARL STORZ*
(Figura 2).
— Video camera — 30mm, modelo Telecam-C NTSC, marca KARL STORZ* (Figura
2).
— Fonte luminosa de xendnio, modelo Nova, marca KARL STORZ* (Figura 2).
— Insuflador automatico de CO, aquecido da marca Wisap®(Figura 2).
— Aspirador, modelo Aspira Max MA-520, marca NS-INDUSTRIA DE APARELHOS
MEDICOS LTDA®.

\ =
‘ 1 — -_ PP ) ko

Figura 1 — Canula modelo Endo Tip®; A: em detalhe extremidade distal

* Equipamento fornecido pelo Servico de Cirurgia de Grandes Animais da FMVZ/USP
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Figura 2 - Imagem digitalizada do trole com equipamento de videoendoscopia: M: monitor; I:
impressora térmica; F: fonte luz; P: processadora de imagem; In: insuflador

4.2.2 Lavado broncoalveolar

— Gastroscopio para grandes animais - modelo vet - scope 3000%*.

— sonda.

4.2.3 Toracocentese

— Canula mamaria de 6 cm de comprimento.

4.2.4 Avaliagao do pneumotérax residual

— Aparelho para Raio-x modelo Simens Nanodor 1 de 75 kV e 18 mA com controle

de tempo de 0,10s a 5,0s*.
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— Filme para RX Kodak T-MAT G/RA 35 X 43.

4.2.5 Citometria de fluxo

— Citdbmetro de fluxo (Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA,
USA)°.

— Software Cell Quest Pro.

— Estac&o de trabalho (Computador Apple, Macintosh G4, CA, USA)°.

— Centrifuga refrigerada Harrier 18/80°.

4.2.6 Hemogasometria

- Aparelho de hemogasometria e eletrélitos — Omni — AVL Modular System Roche®®.

- Aparelho de hemogasometria - ABL5 - Radiometer’®.

4.2.7 Leucograma

— Contador hematoldgico automatico Serono Diagnostics Modelo System 9020°.

4.2.8 Determinagao do TNF-q, IL-13 e IL-6

— Leitor automatico de oito canais MCC/340 Titertek Instruments, AL, EUA®.

® Equipamento fornecido pelo Departamento de Patologia da FMVZ/USP
® Equipamento pertencente ao Departamento de Clinica Médica da FMVZ/USP
" Equipamento pertencente ao Departamento de Cirurgia da FMV Z/USP
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4.3 METODOS

4.3.1 Delineamento experimental

Os seguintes momentos experimentais foram definidos:
M1 — pré-operatorio.
M2 — inicio do colapso pulmonar.
M3 — trans-operatdrio (15 minutos para o grupo 1 e 30 minutos para o grupo 2).
M4 — fim do colapso pulmonar.
M5 — fim do procedimento cirurgico/ pés-operatorio imediato.
M6 — duas horas apds o inicio do colapso pulmonar.
M7 — seis horas apdés o inicio do colapso pulmonar.

M8 — 24 horas ap6s o inicio do colapso pulmonar.

4.3.2 Exame clinico

Foi realizado exame clinico, com avaliacdo das seguintes variaveis
fisioldgicas: freqUéncia cardiaca, freqléncia respiratéria e temperatura corpérea dos

animais nos momentos experimentais 1, 3, 5 e 8.

4.3.3 Coleta de sangue venoso e arterial

O sangue venoso foi coletado da veia jugular dos animais diretamente para
tubos com vacuo® contendo anticoagulante, sendo este EDTA para realizagdo do

hemograma e heparina sodica para avaliagao do burst oxidativo.

8 Vacutainer® Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA
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O sangue arterial foi coletado da artéria facial dos animais em seringa
heparinzada e acondicionado em banho de gelo até a realizacdo da

hemogasometria.

4.3.4 Protocolo anestésico

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 12 horas, ndo sendo
submetidos a restricdo hidrica. O protocolo anestésico utilizado foi: 0,5mg/kg de
Xilazina® associada a 0,04 mg/kg de Tartarato de Butorfanol'™ seguido de anestesia
local infiltrativa com 20 ml de lidocaina a 2%"" no local escolhido para o acesso
cirargico. O protocolo de sedacgao foi repetido conforme a necessidade durante as
coletas do liquido pleural e realizagao do lavado broncoalveolar.

A analgesia no periodo pos-operatorio foi realizada com Meperidina'?, na

dose de 1,1mg/kg por via intramuscular.

4.3.5 Lavado broncoalveolar

Realizou-se por meio de broncoscopia utilizando-se o canal de trabalho do
gastroscopio para equinos, modelo Vet - Scope 3000° para passagem da sonda
acessoria™ e coleta do material nos momentos experimentais M1, M6, M7 e M8. Foi
utilizada solugao salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril e com esta realizadas
4 instilagbes de 60mL, representando um volume total de 240mL de solugdo. As

figuras 3 e 4 correspondem ao momento da realizagao do lavado broncoalveolar.

® Sedazine® - Fort Dodge Animal Health, Campinas, SP

1% Torbugesic® - Fort Dodge Animal Health, Campinas, SP

! Cloridrato de Lidocaina 2% - Laboratdrio Hipolabor, Borges Sabara, MG
2 Dolosal® - Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos L tda, Itapira, SP
3 Montag® S&o Paulo, SP
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s
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Figura 3 — Representagdo do método utilizado para realizagdo do lavado broncoalveolar. A:
visualizagao da carina, bd: brénquio direito, be: brénquio esquerdo; B: visualizagdo do
brénquio esquerdo (be); C: introdugdo da sonda (s) no brénquio esquerdo; D: momento
da lavagem no brénquio esquerdo

= ~

Figura 4 — Lavado broncoalveolar esquerdo. Momento da instilagao e recuperagao do PBS (pbs)

O liquido recuperado foi avaliado macroscopicamente quanto ao aspecto e
volume. O lavado foi acondicionado em tubos plasticos estéreis e mantidos em

banho de gelo para analise posterior.
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4.3.6 Toracocentese

A coleta do liquido pleural foi realizada nos momentos experimentais M1, M6,
M7 e M8, conforme a técnica descrita por Bennett (1986) e Cowell et al. (1987),
utilizando-se canula mamaria de acgo inoxidavel.

ApoOs realizagdo do protocolo anestésico, os animais foram colocados em
tronco de contencao, e realizada antissepsia com clorexidine' na regido do 6° e 7°
espacos intercostais acima da veia toracica. Seguiu-se a realizacdo da anestesia
local infiltrativa com 5mL de lidocaina 2%. Apds realizou-se incisao de pele de 0,5cm
e divulsdo de tecido subcutdneo com auxilio de pinga do tipo Crile. A canula
mamaria foi acoplada a uma torneira de trés vias, preenchida com solucéo
heparinizada e introduzida na cavidade toracica. Uma seringa de 20mL foi entdo
acoplada e procedeu-se a realizacdo da aspiragao do liquido. O liquido pleural
coletado foi avaliado quanto ao aspecto e volume e a seguir acondicionado em tubos
plasticos estéreis em banho de gelo para posterior analise (Figura 5). A pele foi
suturada com um ponto em “X” com fio de nailon 2.0"°. Esse ponto foi retirado em
cada um dos momentos de coleta para que nao fosse necessaria a realizagao de

novas incisoes.

Figura 5 — A: Realizagdo da toracocentese no 6° espaco intercostal esquerdo; B: no detalhe: torneira
de trés vias (t); seringa de 20mL (s) e aspecto do liquido coletado (1)

14 Chlorohex® - Gluconato de clorexidina 2% degernante; Vicpharma Inddstria e comércio LTDA, Indaiatuba,
SP, Brasil
> Mononylon — Ethicon — Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, SP
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4.3.7 Toracoscopia

A toracoscopia foi realizada com auxilio da técnica de introdugao assistida da
canula, pois esta permite o acesso seguro a cavidade toracica, prevenindo a
ocorréncia de lesbes que poderiam interferir no estudo em questdo, além de
possibilitar a visualizagdo das estruturas, no momento do acesso a cavidade
toracica.

Apds ampla tricotomia da regido do gradil costal esquerdo e anti-sepsia com
clorexidine, foi abordado o décimo espaco intercostal. Realizou-se inciséo de pele e
fascia muscular de 4cm, e introduziu-se a canula de maneira assistida, que através
de movimentos de rotagdo permitiu o acompanhamento da divulsdo romba dos
planos musculares, fascia endotoracica e pleura costal (Figura 6). No momento em
que a pleura costal foi rompida, mensurou-se a pressao intratoracica inicial e entao
se instalalou gradativamente o pneumotdrax, com consequente colapso pulmonar,

utilizando-se um insuflador automatico de gas CO; aquecido.

Figura 6 — Introducéo assistida da canula modelo Endo Tip® na cavidade toracica. A: introducao da
canula, onde p: parede interna da canula e s: tecido subcutaneo; B: inicio da divulsao
romba dos planos musculares, onde p: parede interna da canula e me: musculo
intercostal externo; C: visualizagdo musculo intercostal interno (mi) e pleura parietal (pp);
D: Momento da ruptura da pleura parietal (pp) e visualizagédo da superficie pulmonar (sp)
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O pneumotodrax foi considerado ideal quando as seguintes estruturas foram
evidenciadas: por¢gdo muscular e tendinea do musculo diafragma, hiato esofagico,
mediastino, tronco dorsal e ventral do nervo vago, veias intercostais, aorta, musculos
intercostais, costelas, pulmao (lobo cranial e caudal) e es6fago.

O pneumotérax foi entdo mantido por 30 ou 60 minutos, nos grupos 1 e 2,
respectivamente. Durante esse tempo, a regido dorso caudal do térax foi
periodicamente avaliada, permitindo diagnostico precoce de pneumotérax bilateral.
Caso o mesmo ocorresse, se realizava aspiragao do ar intratoracico, permitindo
entdo a insuflacdo pulmonar mesmo que nao completa, e impedindo a ocorréncia de
desconforto respiratério mesmo na vigéncia do pneumotérax bilateral.

Ao fim de cada um dos procedimentos o ar intratoracico foi retirado com
auxilio de um aspirador cirurgico, acoplado a canula. No momento em que o bordo
pulmonar atingia a ponta da canula, era mensurada a pressao intratoracica final, e a
canula retirada através de movimentos rotativos. A musculatura foi suturada em
ponto em “X” com fio de nailon 2.0, e a pele suturada em ponto simples separado

com fio de nailon 2-0.

4.3.8 Avaliagao radiografica para verificagdo da ocorréncia de pneumotérax

residual

Foi realizado exame radiografico utilizando-se chassis de aluminio com Ecran
carregado com filme para raio-X'®, tamanho 35x43cm nos momentos experimentais
1 (controle pré-operatério) e 5 (pds-operatério imediato), objetivando-se avaliar a
ocorréncia de pneumotorax residual. Esse exame foi repetido 24 horas apds o
procedimento, nos casos em que no periodo pds-operatério imediato foi observada a

ocorréncia de pneumotorax residual.

16 K odak T-MAT G/RA Film tamanho 35x43
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4.3.9 Avaliacao laboratorial

4.3.9.1 Mensuracao do Burst Oxidativo

O burst oxidativo foi mensurado conforme o método proposto por (HASUI;
HIRABAYASHI; KOBAYASHI, 1989) utilizando-se a técnica de citometria de fluxo
nas amostras de sangue, liquido pleural e lavado broncoalveolar. Ap6s a contagem
celular para as amostras de liquido pleural e do LBA foram preparados 2 tubos de
polipropileno (tubos A e B), contendo 2x10* células e PBS q.s.p. 1 mL (tubo A) ou
2x10* células mais 200 uL de DCFH (0,3 mM) e PBS g.s.p. 1 mL (tubo B). O mesmo
esquema de tubos preparados anteriormente foi repetido para as amostras de
sangue, colocando-se, no entanto, 100 uL de sangue. As amostras, tanto de sangue,
como do liquido pleural ou LBA, foram colocadas para incubagdo em banho-maria
sob agitagdo a 37°C por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 1200rpm e os eritrécitos foram removidos dos botdes de leucécitos
formados por lise hipotdbnica com uma solugdo de NaCl 0,2% (2,0ml) durante 20
segundos. Imediatamente apds esta lise, a isotonicidade das amostras foi restaurada
adicionando-se uma solugdo de NaCl 1,6% (2,0mL). As amostras foram
centrifugadas novamente e a lise foi repetida. Os botbes celulares foram entéo
ressuspensos adicionando-se aos tubos 500uL de PBS resfriado. Foi entdo
realizada a mensuragcao do burst oxidativo por citometria de fluxo, sendo o tubo A
considerado como controle n&o fluorescente.

Utilizou-se citdmetro de fluxo conectado a computador. Foram analisados
10.000 eventos utilizando-se o software Cell Quest Pro'’. As subpopulagdes
celulares foram identificadas por meio das suas propriedades em graficos FSC/SSC
e os resultados de fluorescéncia foram adquiridos em escala logaritmica.

ApOs a aquisi¢ao dos dados, estes foram analisados com auxilio do programa
Flow Jo'®. A quantificagdo do burst oxidativo foi estimada pela intensidade média de
fluorescéncia emitida pelo DCFH (detector FL-1) em cada uma das populagdes

celulares

17 Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA
'8 FlowJo® para Windows, versdo 7 (http://www.flowjo.com)
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4.3.9.2 Mensuragéao da IL-1B3

A quantificagdo de IL-1 3 foi realizada utilizando-se kit comercial de ELISA
para IL-13 humana (Cayman, USA) nas amostras de plasma e sobrenadantes de
liquido pleural e lavado broncoalveolar nos momentos experimentais 1, 6, 7 e 8.
Para a realizagdo dos ensaios foi seguida a metodologia recomendada pelo

fabricante.

4.3.9.3 Mensuracao da IL-6

A atividade biolégica de IL-6 foi avaliada conforme descrito anteriormente por
(ARMSTRONG; LEES, 2002), em amostras de plasma e sobrenadantes de liquido
pleural e lavado broncoalveolar nos momentos experimentais 1, 6, 7 e 8, a partir do
crescimento das células da linhagem B9, cuja proliferagdo é dependente de IL-6.
Células do hibridoma B9 foram cultivadas em RPMI contendo L-glutamina, piruvato,
antibiéticos e antiflingicos, 2-mercaptoetanol (5 x 10 M), IL-6 recombinante murino
(rIL-6 — 50 pg/ml) e 10% de soro fetal bovino (chamado entdo de meio B9). As
células foram centrifugadas duas vezes em meio B9 sem rlL-6, sua concentragéao
ajustada para 2 x 10* células por mL, e 100 uL desta suspensao foram cultivados
por 72h a 37°C em placas de 96 pogos, com 10 ul de diluigdes variadas das
amostras. A proliferacao das células B9 foi avaliada por meio de um ensaio com
MTT, conforme descrito anteriormente. Os valores de absorbancia foram avaliados
por comparagao com uma curva padrao de rlL-6 e os valores de IL-6 foram ent&o
interpolados a partir desta. Os valores foram expressos em pg/mL e estimados para

a espécie equina, uma vez que foi utilizada como padréao, IL-6 recombinante murino.

4.3.9.4 Mensuracao do TNF-o

A quantificagcao do TNF-a foi realizada através de ensaio de citotoxicidade in

vitro sobre células L929, conforme descrito por Flick e Gifford (1984) nas amostras
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de plasma e sobrenadantes de liquido pleural e lavado broncoalveolar nos
momentos experimentais 1, 6, 7 e 8.

Em uma placa de poliestireno de 96 pogos com fundo chato foram semeadas
3,5x10° células L929, suspensas em 100mL de meio RPMI 1640 completo
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB). A placa foi incubada por 20 horas
em estufa umidificada a 37°C na presenca de 5% de CO,. Apds este periodo, foram
adicionados aos pogos 100uL das amostras e 10uL de actinomicina D (2ug/ml). A
placa foi entdo incubada novamente, em estufa umidificada a 37°C na presenca de
5% de CO, por mais 20 horas. Apos este periodo, as células remanescentes na
placa (células viaveis) foram fixadas e coradas com 10uL por pogo de cristal violeta
diluido a 0,5% em acido acético a 30%. Decorridos 15 minutos lavou-se a placa em
agua corrente eliminando o excesso de cristal violeta; a secagem foi feita a
temperatura ambiente. O cristal violeta depositado nas células viaveis foi dissolvido
com 100mL de metanol. Foi entdo avaliado a concentragao de TNF-o fazendo-se a
leitura de absorbancia em leitor de microplacas automatico de oito canais, utilizando-
se 620nm como comprimento de onda contra um branco constituido apenas por
meio RPMI 1640 completo.

Como controle negativo do ensaio foi adicionado as células L929 apenas
meio RPMI 1640 completo. Como controle positivo foram utilizadas concentragcdes
conhecidas de TNF-a recombinante murino (5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25,
78.12, 39.0, 19.5, 9.0 pg de TNF-o/ 100uL solugdo de RPMI 1640 completo) de
forma a permitir a obtencdo de uma curva padrao. O procedimento foi feito sempre
em duplicata e os resultados obtidos apds a leitura em leitor de microplacas foram
expressos inicialmente em densidade o6ptica (D.O.), e transformados em pg/mL,
mediante equacao de regressao linear com base na curva padrdao em duplicatas. Os
valores obtidos em pg/mL s&o estimados para a espécie equina, uma vez que

utilizou-se como padrdo TNF-o recombinante murino.

4.3.9.5 Avaliagao do leucograma e dosagem de fibrinogénio

O leucograma foi realizado em contador hematolégico automatico nos

momentos experimentais 1 e 8, e a contagem diferencial de leucdcitos foi realizada
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em extensdes sanguineas utilizando-se 100 células. Para a dosagem do fibrinogénio
plasmatico expressa em g/dL foi utilizada a técnica de precipitagcdo em banho-maria
a 56°C.

4.3.9.6 Avaliacdo da hemogasometria

Foi realizada nos momentos experimentais 1, 5 e 8, utilizando-se aparelho
automatico de hemogasometria e eletrolitos. Foram analisadas as seguintes

variaveis: pH, PaCO,, PaO, e Sa0..

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a interpretacdo dos resultados obtidos nos experimentos foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias, paramétrica, avaliando simultaneamente
os efeitos relacionados a duragcdo do pneumotdrax e aos momentos de coleta das
amostras, assim como a influéncia da interacado de ambos os fatores nos parametros
estudados. Nos casos em que as variaveis ndo apresentavam uma distribuicao
normal, foi realizado o ranqueamento dos valores e o teste foi entdo repetido.
Quando a ANOVA de duas vias mostrou diferenca entre os parametros analisados,
foi aplicado o teste de Holm-Sidak de comparacées multiplas. Para a realizacdo dos
testes foram utilizados programas de computador'®. O limite de significancia adotado
foi de 5% (p<0,05). Os dados foram apresentados na forma de média * erro padrao

da média.

19 GraphPad Prism 3.0 e SigmaStat 3.0
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5 RESULTADOS

5.1 EXAME CLINICO

5.1.1 Frequéncia cardiaca

Foi observada influéncia estatisticamente significativa do fator grupo
experimental nos valores de frequéncia cardiaca obtidos durante o protocolo
experimental (F146 = 9,24 e p = 0,004) (Grafico 1).

Apos a realizacdo do teste de comparagcbes multiplas, analisando-se
separadamente cada momento experimental, foi observada diferenca entre os dois

grupos experimentais somente no momento 3 (p = 0,035) (Grafico 1).

Frequéncia cardiaca
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Grafico 1 — Representagéo grafica dos valores médios e EPM de freqiiéncia cardiaca (batimentos
cardiacos por minuto) apresentados pelos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes
momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2005
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5.1.2 Frequiéncia respiratoéria

Nao foi observada influéncia dos fatores avaliados nos valores de freqliéncia
respiratoria apresentados pelos animais durante o protocolo experimental descrito
(Gréfico 2).
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Grafico 2 — Representacéao grafica dos valores médios e EPM de frequiéncia respiratéria (movimentos
respiratérios por minuto) apresentados pelos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes
momentos de avaliagdo — Sao Paulo — 2005

5.1.3 Temperatura corpoérea

Foi observada influéncia estatisticamente significativa do fator grupo
experimental (Fq142 = 6,212 e p = 0,018), assim como da interagao dos fatores grupo
e momento experimental (F342 = 7,231 e p < 0,001) nos valores de temperatura
corporea apresentados pelos animais durante o protocolo experimental (Grafico 3).

Quando aplicado teste de Holm-Sidak, de comparagbes multiplas para
analisar isoladamente cada grupo experimental, ndo foram observadas diferengas

entre 0s momentos experimentais no grupo 1, no entanto, no grupo experimental 2,
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M1 diferiu de M3 (p < 0,001), M5 (p < 0,001) e M8 (p = 0,048); M8 diferiu de M3 (p =
0,014) e M5 (p = 0,029) (Grafico 3).

Analisando-se cada momento experimental utilizando-se o mesmo teste,
observou-se diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos
experimentais em M1 (p = 0,027), M3 (p = 0,003) e M5 (p = 0,003) (Grafico 3).

Temperatura corpérea

Gréfico 3 — Representagéo grafica dos valores médios e EPM de temperatura (°C) apresentados
pelos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagcdo — Sdo Paulo —
2005

5.2 PROTOCOLO ANESTESICO

Para a realizagao dos procedimentos cirurgicos, a associagao de 0,5mg/kg de
Xilazina associado a 0,04 mg/kg de Tartarato de Butorfanol seguido de anestesia
local infiltrativa com lidocaina a 2% mostrou-se adequada, permitindo a intervengao;
foram necessarias uma reaplicagdo nos animais do grupo 1 e duas nos animais do
grupo 2.

Em relagdo ao lavado broncoalveolar, a utilizacdo do protocolo se fez
necessaria, uma vez que a técnica provoca desconforto na maioria dos animais, o

que adiciona risco ao animal e a equipe que o esta manipulando. Os primeiros
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animais utilizados se mostraram intolerantes ao procedimento quando foram
utilizadas doses mais baixas para sua sedacgao, portanto, adicionou-se ao protocolo
de colheita a realizagdo da sedagcdo na mesma dose utilizada no procedimento
cirurgico. Desta maneira, a toracocentese passou a ser realizada imediatamente

apos o lavado broncoalveolar, utilizando a sedacao descrita acima.

5.3 LAVADO BRONCOALVEOLAR

A técnica utilizada nesse trabalho, descrita no item 4.3.5 permitiu a realizacao
direcionada do lavado broncoalveolar.

Uma vez que se faz necessaria a instilagdo de grandes volumes de solugao
para a realizacdo do lavado, esse provoca desconforto nos animais, necessitando
portanto, para sua realizacdo, de uma sedacédo intensa e contencéo fisica do animal.
Por esse mesmo motivo, a realizagcdo de coletas seriadas mostrou-se complicada,
incorrendo em muitas reaplicacbes de drogas sedativas em curtos intervalos de
tempo e intensa manipulagcdo do animal.

Para a realizagdo dessa técnica, uma equipe de no minimo seis pessoas foi
mobilizada, sendo uma responsavel pela contengao fisica, uma para a passagem do
gastroscoépio, duas para a manipulagdo e direcionamento do aparelho, uma para
instilacdo e recuperagao da solugao, e uma para a manipulagao da amostra.

O correto direcionamento do aparelho para um brénquio secundario permitiu a
recuperacdo de um lavado de qualidade, isto &, apresentando ligeira turbidez e
presenca de surfactante.

Nao foram observadas influéncias estatisticamente significantes das variaveis
empregadas (duragao do procedimento ou momento de coleta) no volume de lavado

broncoalveolar recuperado (Grafico 4).
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Grafico 4 — Representagdo grafica dos valores médios e EPM do volume dos lavados

broncoalveolares recuperados nos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos
de avaliagdo — Sao Paulo — 2005

Em alguns animais obtivemos lavados com contaminagdo sanguinea: trés
animais no momento 1, resultando em coletas contaminadas em um deles no
restante do protocolo. Um animal no momento 7, também resultando em coleta
contaminada no momento seguinte, e em um animal no momento 8.

O animal 7 apresentou nas coletas dos momentos 6 e 8, um lavado com
coloragdo amarelada, provavelmente com causa pré-existente ndo relacionada ao
procedimento cirurgico, e sem apresentar manifestagdes clinicas ou alteragdes nos
parametros hematoldgicos e radiograficos no momento experimental 1 que
pudessem classifica-lo como nado higido. O apéndice B contém as informagdes
referentes as caracteristicas dos lavados broncoalveolares obtidos nos diferentes

momentos experimentais em cada um dos animais.

5.4 TORACOCENTESE

A técnica utilizada nesse trabalho se mostrou adequada e eficaz no acesso a
cavidade pleural de equinos, visto que os animais sob sedacdo e anestesia local

toleraram bem o procedimento.
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Das toracocenteses realizadas, trés foram consideradas improdutivas,
impossibilitando coleta de amostra suficiente para analise.

O direcionamento por meio de exame ultra-sonografico ndo foi necessario.
Seguindo-se a orientagdo anatébmica descrita anteriormente, foi possivel acessar a
cavidade toracica e realizar a coleta de liquido pleural.

Nao foram observadas influéncias estatisticamente significantes dos fatores

avaliados no volume de liquido pleural recuperado (Figura 11).
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Grafico 5 — Representacao grafica dos valores médios e EPM do volume de liquido pleural obtido por

toracocentese dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sao
Paulo — 2005

Alguns animais apresentaram edema no local da toracocentese, nestes casos
em que tal edema ainda estava presente em M8 era administrado fenilbutazona®,
na dose unica de 4,4mg/kg, uma vez que neste momento os animais ja estavam fora

do cronograma de coletas.

% Equipalazone® - Marcolab, Rio de Janeiro, RJ
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5.5 TORACOSCOPIA

Na técnica de toracoscopia, o acesso a cavidade toracica de maneira
assistida utilizando-se a cénula se mostrou adequado para a realizagao deste
trabalho, no qual se fazia necessario o controle do pneumotérax. Embora a técnica
seja considerada bastante segura, em um dos animais ocorreu um grau leve de
laceragado pulmonar no momento da introdugcdo da canula e acesso a cavidade
toracica. A intensidade do colapso pulmonar caracterizado como ideal (Figura 7) é
adequada e possibilita a realizagéo de procedimentos, sejam de carater diagnostico

ou terapéuticos.

Figura 7 — Pneumotdrax considerado ideal, onde se visualiza em c: costelas;m: musculos intercostais;
p: pulmao esquerdo colabado; a: artéria aorta e v: ramo dorsal do nervo vago — Sdo Paulo
- 2005

Nao foram observadas influéncias estatisticamente significativas dos fatores
avaliados nas pressdes intratoracicas (PIT) mensuradas (inspiratéria ou expiratoria).
Os graficos 6 e 7 apresentam os valores das pressdes intratoracicas iniciais e

finais obtidas nos procedimentos.
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Grafico 6 — Representagao grafica dos valores médios e EPM da diferenga de pressoes intratoracicas
(PIT) inspiratérias (mmHg) em relacao a pressao ambiental mensurada nos animais dos
grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2005
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Grafico 7 — Representagao grafica dos valores médios e EPM da diferenga de pressdes intratoracicas
(PIT) expiratérias (mmHg) em relacao a pressao ambiental mensurada nos animais dos
grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2005

5.6 OCORRENCIA DE PNEUMOTORAX BILATERAL

Observamos a ocorréncia de pneumotorax bilateral em dois animais do grupo

2 (9 e 11), em ambos diagnosticado visualmente apos 50 minutos de duragdo do
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colapso pulmonar (Figura 8). Foi realizada aspiragao de quantidade suficiente de
CO; para que fosse possivel uma maior expansado pulmonar, e consequentemente
conforto respiratério do animal, sem que fosse necessario reverter o pneumotoérax, o
que alteraria, portanto, o delineamento experimental. Depois de decorridos os 60
minutos pré-determinados foi realizada a aspiragcéo assistida do gas da cavidade
toracica, assim como realizado nos outros animais. A figura 9 representa a auséncia

de pneumotodrax bilateral.

Figura 8 — Visualizagdo da pleura mediastinica (pm) com a auséncia do pulmao direito por
transparéncia, durante o procedimento de toracoscopia. a: artéria aorta — Sao Paulo -
2005

Figura 9 — Visualizagdo da pleura mediastinica (pm) com a presenga do pulmio direito por
transparéncia, durante o procedimento de toracoscopia. a: artéria aorta — S&do Paulo -
2005
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5.7 AVALIACAO RADIOGRAFICA DO PNEUMOTORAX RESIDUAL

N&o foi observada a ocorréncia de pneumotorax residual em animais do grupo
1 (Figura 10). J& no grupo 2, trés animais apresentaram pneumotoérax residual
(Figura 11), sendo eles:
e Animais 9 e 11- pneumotdrax residual hemitérax direito e lado esquerdo.

¢ Animal 10 - discreto pneumotorax residual no hemitorax esquerdo.

Figura 10 — Imagem radiografica do hemitérax esquerdo, onde se nota auséncia de pneumotdrax
residual. Exame realizado no periodo pés-operatério imediato (Momento 5) do animal 1
do grupo 1 — Sao Paulo — 2005

Figura 11 — A: Imagem radiografica do hemitérax esquerdo, onde se nota presenca de pneumotdrax
residual. B: destaque do bordo pulmonar. Exame realizado no periodo pés-operatério
imediato (Momento 5) do animal 9 do grupo 2 — Sao Paulo — 2005
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O animal numero 11, alocado no grupo experimental 2, apresentou no periodo
pos-operatorio desconforto respiratério que foi atribuido ao pneumotdérax residual no
lado direito. O CO, da cavidade toracica foi entdo aspirado com o auxilio do mesmo
aspirador cirurgico utilizado no restabelecimento da presséo intratoracica. Esse
procedimento reverteu satisfatoriamente o quadro, tornando possivel o retorno do

animal ao protocolo experimental nos momentos subsequentes.

5.8 AVALIACAO LABORATORIAL

5.8.1 Burst oxidativo

Cada uma das amostras de sangue, lavado broncoalveolar ou liquido pleural,
coletadas nos momentos experimentais foi processada conforme descricao do item
4.3.9.1 e representada em citogramas, ilustrando os dados relativos as propriedades
SSC e FSH das populacdes celulares. Os graficos 8 a 10 representam os citogramas

destas amostras nos momentos experimentais 1, 6, 7 e 8.
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Grafico 8 — Citogramas ilustrando os dados relativos as propriedades SSC e FSH de leucécitos
circulantes do sangue nos momentos experimentais 1 (A), 6 (B), 7 (C) e 8 (D). (a)
representa a populagao de leucocitos analisada — Sdo Paulo — 2005
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Grafico 9 — Citogramas ilustrando os dados relativos as propriedades SSC e FSH de leucdcitos
presentes no liquido pleural nos momentos experimentais 1 (A), 6 (B), 7 (C) e 8 (D). (a)
representa a populagao de leucocitos analisada — Sdo Paulo — 2005

Grafico 10 — Citogramas ilustrando os dados relativos as propriedades SSC e FSH de leucdcitos
presentes no lavado broncoalveolar nos momentos experimentais 1 (A), 6 (B), 7 (C) e 8
(D). (a) representa a populagéo de leucécitos analisada — Sdo Paulo — 2005

Foram isoladas em regides distintas as populagbes celulares que emitiam
fluorescéncia. No sangue e no liquido pleural analisamos somente a populacdo de
polimorfonucleares neutrofilos. Ja no lavado broncoalveolar, foram analisadas em
conjunto as populagdes de polimorfonucleares neutrofilos e mononucleares.

Podemos observar nos citogramas, uma alteracdo na disposicao e
concentracdo de células que constituiram a populacéo analisada.

Na avaliagdo do burst oxidativo, foram analisados os valores de intensidade

média de fluorescéncia em FL-1 das populagdes celulares em cada uma das
amostras (Grafico 11).
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Grafico 11 — A: Dot Plot de analise em citdbmetro de fluxo de amostra de sangue obtido no Momento 1,

identificacdo da populagéo celular de interesse (a). B: Histograma de analise (nUmero
de células por intensidade de fluorescéncia FL-1) da populagéo evidenciada em A —
Sao Paulo — 2006

No liquido pleural (Grafico 12) e no lavado broncoalveolar (Grafico 13), ndo foi

observada

influéncia dos fatores analisados nos valores médios de fluorescéncia

produzida pela populagao celular.
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Representacédo grafica dos valores médios e EPM da intensidade de fluorescéncia

emitida por neutréfilos mensurada por citometria de fluxo no liquido pleural dos animais
dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2006
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Grafico 13 — Representagao grafica dos valores médios e EPM da intensidade de fluorescéncia
emitida por leucécitos mensurada por citometria de fluxo no liquido pleural dos animais
dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2006

Ja quando analisados os valores de fluorescéncia produzidos pelos leucécitos
circulantes, foi observada uma influéncia estatisticamente significante do grupo
experimental nos valores médios de fluorescéncia produzida pelos neutréfilos
circulantes (F13s = 6,675 e p = 0,013), mostrando que existe uma diferenga nos
valores de fluorescéncia produzida pelos neutréfilos circulantes entre os dois grupos.
O teste de Holm-Sidak revelou diferenga estatisticamente significativa entre os
momentos experimentais 1 e 8 (p = 0,009) quando analisados globalmente, porém
nao foi observada diferenca entre os grupos em nenhum dos momentos

experimentais (Grafico 14).
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Grafico 14 — Representagdo grafica dos valores médios e EPM da intensidade de fluorescéncia
emitida por neutréfilos mensurada por citometria de fluxo no sangue dos animais dos
grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — S&o Paulo — 2006

5.8.2 Niveis de IL-1

Conforme descrito no item 4.3.9.1, foram determinados os niveis de IL-1 nas
amostras de plasma e sobrenadantes do liquido pleural e do lavado broncoalveolar.

N&o foi possivel realizar analise estatistica dos dados obtidos pelo ensaio
com amostras de liquido pleural, uma vez que a maior parte apresentou valores
abaixo do limiar de deteccao do teste.

Das 38 amostras de liquido pleural analisadas, obtivemos apenas quatro
valores positivos, sendo eles: 6,59 pg/mL em M8 do animal 1 alocado no grupo 1;
4,49 pg/mL em M8 do animal 3 alocado no grupo 1; 26,66 pg/mL em M7 do animal 4

alocado no grupo 1 e 2,10 pg/mL em M7 do animal 7 alocado no grupo 2.

5.8.3 Niveis de IL-6

Conforme descrito no item 4.3.9.2, foram determinados os niveis de IL-6 nas

amostras de plasma e sobrenadantes do liquido pleural e do lavado broncoalveolar.
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Foi observada uma influéncia estatisticamente significativa do momento
experimental nos niveis plasmaticos de IL-6 (F335 = 3,144 e p = 0,037). Apds a
realizacdo do teste de comparacdes multiplas de Holm-Sidak, foi observada
diferenca entre M8 e M1 (p = 0,017), M6 (p = 0,020) e M7 (p = 0,015). Quando
analisados o0s grupos isoladamente, somente foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre M7 e M8 no grupo 1 (p = 0,015). Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais

em cada um dos momentos (Grafico 15).
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Grafico 15 — Representagdo grafica dos valores médios e EPM dos niveis de IL-6 plasmaticos
(pg/mL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliacdo — Sao
Paulo — 2006

Da mesma maneira, foi observada influéncia significativa do fator momento
experimental nos niveis de IL-6 no sobrenadante do LBA (F335= 4,506 e p = 0,009).
Foi observada diferencga estatisticamente significativa entre os niveis de IL-6 entre os
momentos experimentais M1 e M6 (p = 0,010) e M7 (p = 0,009) e entre M7 e M8 (p =
0,013) (Grafico 16).

Quando os grupos experimentais foram analisados isoladamente, em ambos
foi observada diferenga estatisticamente significativa entre M1 e M7 (com p = 0,009
nos dois grupos). Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos experimentais em cada um dos momentos (Grafico 16).
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Grafico 16 — Representagao grafica dos valores médios e EPM dos niveis de IL-6 no lavado
broncoalveolar (pg/mL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de
avaliagdo — Sao Paulo — 2006

Em relagdo aos niveis de IL-6 no sobrenadante do liquido pleural, foi
observada influéncia significativa do grupo (F125= 6,628 e p = 0,016) e do momento
experimental (Fs2s = 39,705 e p < 0,001). Quando analisados os diferentes
momentos experimentais, foi observado que M1 diferiu de M6 (p = 0,006), de M7 (p
< 0,001) e de M8 (p < 0,001); M6 diferiu de M7 (p < 0,001) e de M8 (p < 0,001) e M7
diferiu de M8 (p = 0,004) (Grafico 17).

Quando cada grupo experimental foi analisado isoladamente, tanto no grupo 1
quanto no 2 todos os momentos diferiram um do outro, exceto M1 e M6 no grupo 2.
Desta maneira, no grupo 1 foi observada diferenca entre M1 e M6 (p = 0,024), M7 (p
< 0,001) e M8 (p < 0,001); entre M6 € M7 (p < 0,001) e M8 (p < 0,001) e entre M7 e
M8 (p = 0,004). No grupo 2, M1 diferiu de M7 (p < 0,001) e de M8 (p < 0,001); M6 de
M7 (p = 0,010) e de M8 (p < 0,001) e M7 de M8 (p = 0,044) (Grafico 17).

Analisando-se os diversos momentos experimentais, foi observada diferenca
significativa entre os grupos experimentais 1 e 2 em M7 (p = 0,027) e M8 (p = 0,016)
(Grafico 17).



Resultados 63

Niveis de Interleucina 6 no
liquido pleural

1000+

)V
3 M6

. 8

Grafico 17 — Representagéo grafica dos valores médios e EPM dos niveis de IL-6 no liquido pleural

(pg/mL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sao
Paulo — 2006

5.8.4 Niveis de TNF-a

Conforme descrito no item 4.3.9.4, foram determinados os niveis de TNF-a
em amostras de plasma e sobrenadantes do liquido pleural e lavado broncoalveolar.
Nao foi observada influéncia estatisticamente significativa do grupo ou do

momento experimental nos niveis de TNF-o. plasmaticos (Grafico 18).



Resultados 64

Niveis de TNF-o no plasma

Grafico 18 — Representacao grafica dos valores médios e EPM dos niveis de TNF-o plasmaticos
(pg/mL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sao
Paulo — 2006

Em relagédo aos niveis de TNF-o no sobrenadante do lavado broncoalveolar,
foi observada influéncia estatisticamente significativa do momento experimental
(Fs3s = 3,497 e p = 0.026). O Teste de Holm-Sidak revelou diferenga entre os
momentos experimentais 6 e 8 quando os dois grupos foram analisados globalmente
(p =0,003) e entre M8 e M1 (p = 0,049) e M6 (p = 0,005) no grupo 2 (Grafico 19).

Niveis de TNF-a no lavado
broncoalveolar
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Grafico 19 — Representacdo grafica dos valores médios e EPM dos niveis de TNF-o no lavado
broncoalveolar (pg/mL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de
avaliacdo — Sao Paulo — 2006
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No sobrenadante do liquido pleural foi observada uma influéncia
estatisticamente significativa do momento de coleta sobre os niveis de TNF-a. (F335
= 55,281 e p < 0,001). O teste de Holm-Sidak revelou diferenca estatisticamente
significativa quando comparados todos os momentos experimentais (p < 0.001),
exceto M1 e M8 entre si (Grafico 20).

Quando os grupos experimentais foram analisados isoladamente, foram
observadas diferengas estatisticas significativas no grupo 1 quando comparados M6
com M1 e M8 (p < 0,001), M7 com M8 (p < 0.001), e M7 com M1 (p = 0.001) e M6 (p
= 0.004); de forma semelhante, foram observadas diferengas no grupo 2 quando
comparados os valores de M6 com M1 e M8 (p < 0,001), M7 com M1 e M8 (p <
0,001) e M6 e M7 (p = 0,005). Nao foram observadas diferengas entre os niveis de

TNF-a. nos momentos experimentais M1 e M8 em quaisquer grupos (Grafico 20).

Niveis de TNF-a no liquido
pleural
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Grafico 20 — Representacdo grafica dos valores médios e EPM dos niveis de TNF-o no Liquido
pleural (pg/mL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo —
Sao Paulo — 2006
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5.8.5 Contagem de células

5.8.5.1 Leucadcitos circulantes

Em relagdo ao numero total de leucécitos circulantes, ndo foi observada uma
influéncia estatisticamente significativa dos fatores estudados ou da interacdo entre
eles (Grafico 21).
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Grafico 21 — Representagao grafica dos valores médios e EPM da contagem de leucdcitos circulantes
(Ieucécitos/mm3) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo —
Sao Paulo — 2005

Em relagdo a contagem diferencial de leucdcitos, foi observada influéncia
significativa do momento experimental tanto no numero de polimorfonucleares
neutréfilos (Fq119 = 10,80 e p = 0,004), quanto no de linfécitos (F119 = 8,48 e p =
0,009). O teste de Holm-Sidak revelou diferenca estatisticamente significativa no
numero total dessas células entre M1 e M8 quando analisados globalmente, sendo p

= 0,004 para os polimorfonucleares neutréfilos e p = 0,009 para os linfocitos.
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Aplicando-se o mesmo teste nos grupos isoladamente, foi observada diferenca entre
M1 e M8 somente no grupo experimental 1 (p = 0,003 para polimorfonucleares
neutrofilos e p = 0,036 para linfocitos) (Graficos 22 e 23).
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Grafico 22 — Representagado grafica dos valores médios e EPM do valor absoluto de neutréfilos
circulantes (células/mm3) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de
avaliagdo — Sao Paulo — 2005
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Gréfico 23 — Representagdo grafica dos valores médios e EPM do valor absoluto de linfécitos
circulantes (células/mm?®) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de
avaliagdo — Sao Paulo — 2005
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5.8.5.2 Leucdécitos no lavado broncoalveolar

Observou-se um efeito estatisticamente significante do momento experimental
na contagem de leucécitos presentes no lavado broncoalveolar (F335 = 3,45 e p =
0,027). O Teste de Holm-Sidak revelou que o momento experimental 1 difere dos
momentos experimentais 7 (p = 0,036) e 8 (p = 0,004). Quando analisado cada
grupo isoladamente, foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
momentos experimentais 1 e 8 (p = 0,033) no grupo 1, e entre 0 momento 1 e os
momentos 6 (p = 0,035) e 8 (p = 0,034) no grupo 2 (Grafico 24).
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Grafico 24 — Representagao grafica dos valores médios e EPM de contagem de leucdécitos presentes
no Lavado broncoalveolar (Ieucécitos/mma) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes
momentos de avaliagado — Sao Paulo — 2005

A figura 12 exemplifica os tipos celulares encontrados no lavado

broncoalveolar em cada um dos momentos experimentais.
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Figura 12 — Fotomicrografia de citospin do lavado broncoalveolar. A: LBA M1, (ce): células epiteliais;
B: LBA M6 (mt): mastécito; C: LBA M7 (mt): mastécito; D: LBA M8 (e) eosindfilo, (ma)
macrofago alveolar (Metanol-May Grunwald-Giemsa) — Sdo Paulo — 2005

5.8.5.3 Leucdcitos no liquido pleural

Foi observada influéncia estatisticamente significativa dos fatores grupo (F1 33
= 4,68 e p = 0,038) e momento experimental (Fz33 = 13,907 e p < 0,001) na
contagem de leucdcitos presentes no liquido pleural (Fzss = 3,45 e p = 0,027)
(Grafico 25).

O teste de Holm-Sidak revelou diferenga estatisticamente significativa no
numero de leucécitos presentes no liquido pleural entre os grupos experimentais (p
= 0.038). Em relagdo ao momento experimental, foi observada diferenca
estatisticamente significativa nos valores encontrados no momento experimental 6
entre os grupos experimentais (p = 0,030) (Grafico 25).

Quando analisado cada momento experimental isoladamente, foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre o momento experimental 1 e os
momentos 8 (p < 0,001), 7 (p < 0,001) e 6 (p = 0,018), e entre 0 momento
experimental 6 e os momentos 7 (p = 0,033) e 8 (p = 0,001) (Gréfico 25).

Analisando-se isoladamente cada grupo experimental, foi observada no grupo
1 uma diferenca estatistica significativa entre o0 momento 1 e todos os outros

momentos experimentais (com p < 0,001 para M7 e M8 e p = 0,003 para M6); no
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grupo 2, o momento 1 diferiu do momento 7 (p = 0,040) e momento 8 (p < 0,001),
enquanto o momento 6 diferiu do momento 8 (p = 0,002) (Gréfico 25).

Leucécitos no liquido pleural
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Grafico 25 — Representagao grafica dos valores médios e EPM de contagem de leucdécitos presentes
no liquido pleural (leucocitos/mm3) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes
momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2005

A Figura 13 exemplifica os tipos celulares encontrados no liquido pleural em

cada um dos momentos experimentais.

Figura 13 — Fotomicrografia de citospin do liquido pleural. A: LP M1, (cm): células mesoteliais; B: LP
M6 (pmn): polimorfonuclear neutréfilo; C: LP M7 (e): eosindfilo; D: LP M8 (f) figura de
fagocitose (Metanol-May Grunwald-Giemsa) — S&o Paulo — 2005



Resultados 71

5.8.6 Niveis plasmaticos de fibrinogénio

Nao foi observada influéncia estatisticamente significativa do grupo ou do
momento experimental, ou ainda da interagdo entre os dois fatores, nos niveis
plasmaticos de fibrinogénio. O grafico 26 representa os niveis plasmaticos de

fibrinogénio nos momentos M1 e M8 nos animais dos grupos 1 e 2.
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Grafico 26 — Representagao grafica dos valores médios e EPM dos niveis de fibrinogénio plasmaticos
(mg/dL) dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — Sao
Paulo — 2005

5.8.7 Hemogasometria arterial

5.8.7.1 pH arterial

Foi observada uma influéncia estatisticamente significativa da duragdo do
procedimento, isto €, do grupo experimental, nos valores do pH arterial (F124 =

16,466 e p < 0,001). As diferengas entre os grupos experimentais sdo observadas
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quando sao comparados em M1 (p =0,015) e em M8 (p = 0,021). A figura 40
representa valores médios e EPM do pH arterial mensurados nos animais dos

grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagéo.
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Grafico 27 — Representagédo grafica dos valores médios e EPM do pH arterial mensurados nos
animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de avaliagdo — S&o Paulo — 2005

5.8.7.2 Pressao parcial de diéxido de carbono no sangue arterial - PaCO, arterial

A analise dos valores de PaCO,;, mostrou que existe uma influéncia
estatisticamente significativa do momento experimental nos valores obtidos (F227 =
4,280 e p = 0,024). O teste de Holm-Sidak revelou diferenca estatisticamente
significativa entre os momentos experimentais 1 e 5 (p = 0,007). Ja quando
analisados separadamente os grupos, foi observada diferenca significativa entre

esses momentos somente no grupo 1 (p = 0,004) (Grafico 28).
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PaCO, arterial
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Grafico 28 — Representagao grafica dos valores médios e EPM da presséo parcial de diéxido de
carbono no sangue arterial (mmHg) obtidos dos animais dos grupos 1 e 2 nos
diferentes momentos de avaliagdo — Sao Paulo — 2005

5.8.7.3 Pressao parcial de oxigénio no sangue arterial - PaO,, arterial

Nao foi observada uma influéncia estatisticamente significativa dos fatores

estudados nos valores de PaO; (Grafico 29).
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Grafico 29 — Representacéo grafica dos valores médios e EPM de contagem da pressao parcial de
oxigénio no sangue arterial (mmHg) obtidos dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes
momentos de avaliagdo — Sdo Paulo — 2005
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5.8.7.4 Saturagao de oxigénio no sangue arterial - SaO, arterial

Foi observada uma influéncia estatisticamente significativa da interagao entre
os fatores grupo e momento experimental nos valores de saturacdo de oxigénio no
sangue arterial (F225 = 4,072 e p = 0,029). Existe uma diferenga estatisticamente
significativa entre os valores de SaO, apenas no grupo experimental 1 entre os
momentos 1 e 5 (p = 0,008) e entre 0 momento 5 e o momento 8 (p = 0,037) (Grafico
30).
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Grafico 30 — Representagao grafica dos valores médios e EPM de saturagao de oxigénio no sangue
arterial (%) obtidos dos animais dos grupos 1 e 2 nos diferentes momentos de
avaliagdo — Sao Paulo — 2005
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6 DISCUSSAO

A utilizac&do de técnicas cirurgicas minimamente invasivas tem tido utilizacao
crescente tanto na medicina humana quanto na veterinaria, com o respaldo de que
esses procedimentos causam menores alteragdes metabodlicas nos pacientes,
levando a uma menor ocorréncia de complicagdes pos-operatorias. No entanto, essa
afirmacdo parece ndo poder ser aplicada as cirurgias toracicas, uma vez que a
necessidade de realizagao do colapso pulmonar e consequente ventilagcdo pulmonar
unilateral, por si sO, faziam com que os resultados e observagbes em relacdo a
laparoscopia nao pudessem ser aplicados diretamente a toracoscopia.

A idéia para a realizagdo deste trabalho se iniciou com a necessidade de
quantificar a resposta inflamatéria a injuria causada pelo procedimento de
toracoscopia, uma vez que essa técnica tem tido utilizagdo crescente na espécie
equina. A injuria causada pelo colapso e reexpans&o pulmonar ja é conhecida em
humanos, no entanto a duvida de quando se pode fazer a indicacdo de um
procedimento envolvendo colapso pulmonar em pacientes da espécie equina
permanece. Esse conhecimento se faz cada vez mais necessario, uma vez que as
técnicas cirurgicas minimamente invasivas nessa espécie vém sendo amplamente
difundidas, ndo tendo somente indicagdo diagndstica, mas também terapéutica,
como por exemplo, a resseccao pulmonar. Desta maneira € importante que se saiba
os efeitos deletérios causados por essa técnica, para que se fagca uma indicacao
segura do procedimento.

O delineamento proposto, dividindo os animais em dois grupos, objetivava a
simulacdo dos tempos de colapso pulmonar realizados durante a rotina hospitalar,
tanto para fins diagnésticos, quanto terapéuticos. A escolha dos momentos de coleta
de dados se fez de maneira a avaliar a resposta inflamatéria aguda apresentada
pelos animais, dentro da limitagdo conhecida ao se realizar procedimentos com
intervalos curtos de tempo que exigissem intensa manipulagdo ou sedacdo, pois
esses fatores poderiam por si so interferir com os resultados obtidos. De maneira
geral, o protocolo escolhido foi adequado, a maior dificuldade encontrada para a
realizagcao das coletas foi entre os momentos experimentais 1 e 6, entre os quais, a
principio, eram decorridas cerca de 2 horas e meia. Encontramos dificuldades tanto

relacionadas a intolerancia dos animais a repeticdo da técnica quanto a
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impossibilidade do processamento das amostras nesse intervalo de tempo, fato que
poderia interferir nos resultados. Desta maneira, fez-se a opg¢ao por realizar a coleta
do momento 1, 24 horas antes da realizagado do procedimento cirurgico, viabilizando
assim um melhor processamento das amostras e minimizando intercorréncias com
os animais. No entanto, ainda assim foram observadas alteracbes nos resultados,
principalmente da hemogasometria arterial, que podem ser decorrentes da
manipulagdo da amostras.

A utilizagdo de farmacos antiinflamatorios apds a toracoscopia em equinos ja
foi descrita por Mackey e Weat, (1985), Mansmann e Bernard - Strother, (1985) e
Zoppa (2003) como necessaria para aliviar a dor e propiciar maior conforto para os
animais, no entanto, uma vez que um dos objetivos do trabalho era a avaliacéo da
resposta inflamatéria provocada pelo procedimento, sua utilizagao tornou-se inviavel.
Desta forma, os animais que apresentaram qualquer sinal de dor receberam
meperidina, assim como descrito no item 4.3.4. Em relagcédo a indicagao ou nao da
antibioticoterapia, concordamos com Zoppa (2003), que relatou ser de escolha do
cirurgido a sua utilizagdo. Uma vez que utilizamos animais higidos, e os
procedimentos foram realizados sob técnicas seguras de antissepsia, consideramos
a utilizacao de antibioticos desnecessaria.

A utilizagdo da canula modelo Endo Tip® utilizada por Zoppa (2003) e Penna
(2004), foi relatada pelo primeiro autor como técnica segura para acesso da
cavidade toracica, diferentemente do acesso utilizado por Mackey e Weat (1985),
Mansmann e Bernard-Strother (1985) e Peroni et al. (2001). Neste trabalho, mesmo
com a utilizagdo da cénula, observamos um grau leve de laceragédo pulmonar, assim
como descrito por Peroni et al. (2000) sugerindo que a sua utilizacédo deve ser
cuidadosa apesar de oferecer menores riscos. Este fato, no entanto, ndo ocasionou
a ocorréncia de pneumotdrax residual no periodo pos-operatorio, como observado
pelos autores citados.

A ocorréncia de pneumotérax residual apdés a realizacdo da técnica de
toracoscopia foi citada anteriormente por Peroni el al. (2000, 2001) e Zoppa et al.
(2001). Nestas descrigdes, tal intercorréncia ndo acarretou manifestagdes clinicas.
Neste trabalho, observamos sua ocorréncia em trés animais, todos submetidos a 60
minutos de pneumotdrax, sendo que dois animais apresentaram pneumotorax
residual bilateral e um deles apresentou apenas um pneumotérax residual discreto

no lado esquerdo. A presenca de pneumotérax residual no hemitérax direito esta
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relacionada a ocorréncia de pneumotorax bilateral durante o procedimento cirurgico.
Esse fato foi relatado anteriormente por Penna, et al. (2004) e Zoppa (2003)
diferentemente de Peroni et al. (2000) que n&o o observou durante seus
procedimentos cirurgicos. Observamos que quando ocorre pneumotorax bilateral,
este persiste no periodo pds-operatorio, assim como pudemos observar no exame
radiografico, ao menos que seja realizada manobra para promover uma
comunicagéo entre os hemitérax e inicio da aspiragdo pelo hemitérax contra lateral
ao acesso cirurgico, assim como descrito por Zoppa (2003).

A utilizacdo da cirurgia toracica endoscopica na medicina equina, além de
apresentar a vantagem de se causar uma menor injuria, pode ser realizada em
animais sedados em posicdo quadrupedal. Tal fato envolve menor custo e risco
cirurgico quando comparados aos da cirurgia toracica convencional, como a
toracotomia, no entanto, consideramos que a equipe cirurgica deva estar preparada
para reverter o procedimento em toracotomia caso seja necessario, assim como
descrito anteriormente por Zoppa (2003) .

A presencga de desconforto durante esse tipo de procedimento foi relatado por
Peroni el al. (2000, 2001), sendo atribuido como causas a localizagdo do portal
cirurgico e a manipulagcado do instrumental no espaco intercostal. Visando reduzir o
desconforto, evitou-se ao maximo a manipulacao do instrumental, mantendo a éptica
posicionada o suficiente para observar as estruturas toracicas e avaliar a ocorréncia
de pneumotérax bilateral pela transparéncia da pleura mediastinica, assim como
descrito por Peroni et al. (2000) e Zoppa (2003). Acreditamos que tal conduta
permitiu a realizagdo do procedimento sem que ocorresse o0 estimulo doloroso

Em relagdo a técnica cirurgica utilizada observamos coeréncia entre os
autores, ja que os resultados descritos sdo semelhantes. A técnica de instalagao de
pneumotorax em equinos em posicdo quadrupedal para a realizagdo de
toracoscopia ja havia sido descrita na literatura por Peroni et al. (2000, 2001), Zoppa
(2003), Zoppa et al. (2001, 2002). A utilizacdo de infusdo controlada de gas CO»
aquecido para realizagao de toracoscopia em humanos ja foi descrita por Wolfer et
al. (1994), sendo que esses autores nao relataram alteragbes hemodinamicas
decorrentes da técnica, e sim dos farmacos utilizadas para sedacdo. Em equinos, a
técnica foi descrita por Machado (2003) que atribuiu as alteracbées hemodinamicas
encontradas, ndo ao pneumotdrax, mas a sedacao utilizada para a realizacdo do

procedimento cirurgico. A sedacdo ja havia sido descrita como responsavel por
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alteragbes hemodinamicas encontradas em equinos submetidos a toracoscopia em
posicao quadrupedal por Peroni et al. (2000), porém, os autores utilizaram farmacos
diferentes dos utilizados por Machado (2003).

A utilizacdo de agentes alfa-2 agonistas para realizagdo de toracoscopia em
equinos é descrita na literatura (PERONI et al., 2001; PERONI et al.,, 2000;
VACHON; FISCHER, 1998), assim como a sua associacdo com opidides e
realizacdo de anestesia local infiltrativa com lidocaina no local da insercdo do
trocarte (MACHADO, 2003; ZOPPA, 2003; ZOPPA et al., 2001). Em nosso trabalho
utilizamos um protocolo anestésico semelhante aos citados anteriormente na
literatura por Ford et al. (1987): a associagao da xilazina na dose de 0,5mg/kg com o
tartarato de butorfanol na dose de 0,04 mg/kg, seguido de anestesia local infiltrativa
com lidocaina a 2%. O protocolo se mostrou adequado, permitindo o acesso
cirargico com segurancga. Consequentemente, as doses de cada farmaco puderam
ser diminuidas e, mesmo assim, proporcionar seguranga para a realizacdo do
procedimento cirurgico.

O mesmo protocolo anestésico foi posteriormente utilizado para a realizagao
da toracocentese e das coletas de lavado broncoalvelolar. A escolha do mesmo
protocolo se deu pois 0s animais mostravam intolerancia ao desconforto causado
pela técnica do lavado broncoalveolar, tornando a manipulagdo dificultosa e
trazendo riscos ao animal e a equipe envolvida. Se, por um lado, a sedacgao facilita a
realizagcdo da técnica por si s, por outro inviabiliza a sua realizacdo em curtos
intervalos, quando existe um interesse experimental, uma vez que as sedagdes
repetidas podem ocasionar efeitos indesejaveis, tal como hipomotilidade intestinal.
Esse problema para a realizagao da técnica do lavado broncoalveolar provavelmente
possa ser minimizado com a utilizacdo de solugao de lidocaina com o intuito de se
dessensibilizar a mucosa conforme descrito por Lapointe, Vrins e Lavoie (1994) No
entanto, como nesse trabalho seriam dosadas citocinas no lavado recuperado, a
diluicdo ainda maior deste material poderia interferir significantemente nos
resultados obtidos.

A técnica para a realizacdo do lavado broncoalveolar foi semelhante a
descrita anteriormente por Peroni et al. (2000). O volume utilizado para a realizagéo
do lavado broncoalveolar nesse trabalho, de 250mL, foi a metade do utilizado por
Lapointe, Vrins e Lavoie (1994). Em relacdo ao volume recuperado, os autores

relatam recuperacdo de 53 = 15% do volume instilado nos animais controle do
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experimento. Ito, Hobo e Kasashima (2003) relatam recuperacéo de 67,8 £ 4,3 % do
volume instilado. No presente trabalho, considerando todos os lavados realizados
durante o experimento, houve uma recuperagao em meédia de 38,65 + 2,02 mL,
sendo correspondente a 15,46 + 0,80 % do volume total instilado. Esse menor
volume obtido no nosso trabalho pode ser decorrente do volume instilado, da
extensao do endoscépio e da canula utilizada e ainda, da auséncia de uma bomba
de sucgdo que foi utilizada no trabalho de Lapointe, Vrins e Lavoie (1994). A
necessidade de se obter uma amostra estéril para posterior dosagem das citocinas
nos ensaios bioldgicos, trouxe dificuldades para a realizagédo da técnica, sendo
relacionadas tanto a grande extensdo do endoscépio e da canula confeccionada
para utilizacdo neste trabalho, quanto na manipulagdo e escolha da metodologia a
ser aplicada. O direcionamento da canula com essa extensao € dificil; dessa
maneira, apesar da instilagao do liquido ter sido realizada sem intercorréncias, a sua
recuperacao, muitas vezes, era dificultosa mesmo com a observagao direta do
liquido, pois ndo foi possivel direcionar a extremidade da canula para a sua coleta.
Essas variaveis influenciaram diretamente a qualidade do lavado broncoalvelolar
obtido, descrito no item 5.3, cujas caracteristicas variaram de limpido a ligeiramente
turvo, excetuando-se os casos onde ocorreu contaminagdo sanguinea. Nesse caso,
n&o foi possivel determinar a causa do sangramento.

A contagem de células em lavados, de maneira geral, pode nao refletir
exatamente a concentracdo celular, uma vez que a diluicdo pode interferir no
resultado. No nosso trabalho, a contagem de leucdcitos no lavado broncoalveolar foi
necessaria durante a preparacdo das amostras para a realizagdo da técnica de
citometria de fluxo. No entanto, existem relatos de contagem celular realizada em
lavados broncoalveolares na espécie equina Peroni et al. (2000), Ito, Hobo e
Kasashima (2003), Sweeney et al. (1992) e Lapointe, Vrins e Lavoie (1994) aos
quais podemos comparar nossos resultados. Sweeney et al. (1992) obtiveram 0,034
a 0,330 x 10° células /mm3, Peroni et al. (2000) 0,145 + 0,12 x 10° células/mm?® no
hemitérax direito e 0,084 + 0,036 x 103células/mm?® no hemitorax esquerdo; Lapointe,
Vrins e Lavoie (1994) obtiveram, antes da centrifugacédo das amostras, 0,085 + 0,091
x 10°células/mm?, Ito, Hobo e Kasashima (2003) obtiveram 0,05 + 0,01 x 10°
células/mm?®. Em nosso trabalho observamos o valor médio de 0,115 + 0,065 x 10°

células/mm?. Nossos resultados se assemelham aos descritos na literatura por
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Lapointe, Vrins e Lavoie (1994), Sweeney et al. (1992) e Peroni et al. (2000); no
entanto, os volumes de solugao utilizados para realizagdo da técnica diferem entre
os trabalhos, dificultando uma comparagéo exata. Peroni et al. (2000) utilizaram o
mesmo volume de PBS e um endoscopio flexivel de mesma extensao; os autores
nao esclareceram se utilizaram sonda ou o canal de trabalho para a recuperagao da
amostra ou ainda qual havia sido o método de sucgdo empregado. Desta maneira,
assim como citado por Sweeney et al. (1992), acreditamos que essas dificuldades
referentes a ndo padronizagao da técnica para realizagcao do lavado broncoalveolar,
dificultam, e até mesmo impedem, uma discussao mais elaborada dos resultados.

Em relacdo aos efeitos da toracoscopia sobre a contagem de células no
lavado broncoalveolar, observamos nesse trabalho influéncia estatisticamente
significativa do momento experimental nessa variavel, sendo que os valores obtidos
em M1 diferiram de M7 e M8, correspondendo ao pré-operatoério, 6 e 24 horas apos
o inicio do pneumotdrax, respectivamente. Peroni et al. (2000) ndo observaram
diferengca nesse parametro; no entanto, sua avaliagdo se fez 48 horas apds o
procedimento cirdrgico. Nao existe descricdo na literatura da influéncia da duragao
do pneumotdrax nessa mesma variavel. Analise de varidncia de duas vias nao
mostrou influéncia estatisticamente significativa desse fator na concentracdo de
leucocitos no lavado broncoalveolar, demonstrando que toracoscopias de 60
minutos de duragdo nao provocam alteracbes no lavado broncoalveolar
significantemente diferentes das ocasionadas por um procedimento de 30 minutos
de duracéo.

Uma vez que a toracocentese foi realizada logo apos o lavado broncoalveolar,
utilizou-se mesma sedacéo para coleta do liquido pleural. Existem poucos relatos de
realizacdo de toracocentese na espécie eqlina e analise do liquido pleural em
animais higidos. As caracteristicas apresentadas na literatura como referéncia, séo
decorrentes do estudo de 18 animais feitos por Wagner e Bennett (1982) e a mesma
€ utilizada por outros autores (BENNETT, 1986; COWELL et al., 1987; DEHEER,;
PARRY; GRINDEM, 2002). A literatura descreve a toracocentese como um
procedimento simples, e a obtencdo do liquido pleural facil quando utilizada a
técnica descrita (BENNETT, 1986; COWELL et al., 1987; DEHEER; PARRY;
GRINDEM, 2002; WAGNER; BENNETT, 1982). A técnica proposta foi aplicada para
a coleta de liquido pleural na cavidade toracica esquerda com sucesso, sendo que,

dos 44 procedimentos realizados com sucesso, apenas 3 nao forneceram amostras
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adequadas, sendo considerados improdutivos. Deheer, Parry e Grindem (2002)
relatam complicagdes relacionadas com a técnica, tais como arritmia cardiaca. Neste
trabalho, o animal numero 6, do grupo1 veio a obito durante a coleta de material do
momento 6 apds ter apresentado quadro de excitacdo, sem possibilidade de
contencao fisica. Este episddio pode ter provocado, por estimulo da canula mamairia,
arritmia cardiaca a qual nao foi possivel detectar durante o procedimento. Sugere-
se, a partir dessa ocorréncia que a sedacao € muito importante para a realizagado do
procedimento, discordando de Deheer, Parry e Grindem (2002) que n&o a
consideram necessaria. De qualquer maneira, o protocolo deve ser escolhido de
acordo com as caracteristicas do paciente, bem como do seu estado geral.

Em relagdo ao volume do liquido pleural obtido pela toracocentese, das
amostras consideradas produtivas, obtivemos uma média de 1,71 £ 0,45 mL para as
amostras em M1. Somente consideramos esse momento experimental para analise,
uma vez que nos subsequentes, os animais ja haviam sido submetidos a
toracoscopia, nao podendo portanto ser considerados higidos. Wagner e Bennett
(1982) relataram que entre 2 e 8 mL de liquido pleural podem ser obtidos de animais
saudaveis. Nossos resultados relativos ao volume de liquido pleural mostraram que
nao existe influéncia da duracdo do pneumotdrax ou dos momentos experimentais
neste parametro. Observamos que a toracoscopia ndao provocou efusao pleural,
resultado este semelhante aos descritos na literatura, que néo relatam a ocorréncia
deste processo apos a realizagao de toracoscopia (PERONI et al., 2001; PERONI et
al., 2000; ZOPPA, 2003; ZOPPA et al., 2001).

A técnica escolhida para a instalacdo e manutencdo do pneumotdrax foi
adequada, permitindo a exata mensuracdo da pressao intratoracica antes da
indugdo do colapso pulmonar, e também da pressao intratoracica obtida apds a
reexpansdo pulmonar. N&o foram observadas diferencas entre os valores das
pressodes intratoracicas iniciais e finais (tanto expiratéria, quanto inspiratéria). Esses
resultados ndo podem ser confrontados com quaisquer outros, pois nao existem
relatos prévios na literatura referentes a esse tipo de controle.

A mensuracado da PIT aplicada para a realizacdo dos procedimentos nao é
comumente descrita na literatura. Machado (2003) descreveu um controle de
indugao de pneumotérax por infusdo de gas CO, a baixo fluxo, mantendo a pressao
intratoracica igual a OmmHg, e com aspiragdao do ar intratoracico ao final do

procedimento até que a pressao intratoracica se aproximasse daquela observada
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antes do procedimento; no entanto, ndo apresentou dados referentes aos valores de
pressao intratoracica observados. Peroni et al. (2000) n&o realizaram qualquer
controle da pressao intratoracica. Penna et al. (2004) descrevem controle da PIT de
animais submetidos a toracoscopia de duragao de 20 minutos, ndo sendo observada
diferenca entre as pressdes intratoracicas iniciais e finais. Peroni et al. (2000)
instalaram o pneumotdérax com a utilizacdo de uma canula e, ao fim do procedimento
cirurgico, o gas foi retirado da cavidade com auxilio de aspirador cirurgico
acompanhando a expansao pulmonar, completa, segundo os autores, apés 15 a 20
segundos. Zoppa et al. (2001) e (2002) utilizaram aspirador cirurgico acoplado a
equipo para restabelecimento da presséao intratoracica negativa, concomitantemente
a aspiragao, apds a qual foi realizada sutura da musculatura, assegurando-se assim
a manutencdo da pressao intratoracica; nesse caso, nao era feito o
acompanhamento da expansao pulmonar.

Ja em 2003, a utilizagdo de canula Endo Tip® permitiu que Zoppa (2003)
realizasse o0 acesso a cavidade, assim como o restabelecimento da pressao
intratoracica negativa de maneira assistida , uma vez que esta canula é introduzida
por movimentos de rotacdo que promovem a divulsdo romba dos planos musculares,
e ao fim do procedimento o gas intratoracico é aspirado e a reexpansao pulmonar é
acompanhada através da Optica e no momento da retirada da canula, os planos
previamente divulsionados se sobrepdem, evitando a entrada de ar na cavidade.
Essa mesma canula foi utilizada em 2004 por Penna et al. (2004) quando do inicio
da mensuragao das pressdes intratoracicas, procedimento que exige a utilizagao da
mesma.

Acreditamos que o controle das pressdes intratoracicas € uma importante
ferramenta no controle do pneumotdérax residual, uma vez que se pode assegurar
que a pressao intratoracica final seja igual ou préxima a inicial. Consideramos que
esse fato traz uma maior seguranga a equipe cirurgica no que diz respeito ao
controle do pneumotoérax residual, no entanto para que seja realizada, se faz
necessario o uso dos equipamentos descritos anteriormente. Deve-se considerar
também que a nado realizagao da técnica de controle das pressdes intratoracicas nao
€ proibitiva em relagdo a toracoscopia, uma vez que foram descritos outros métodos
para controle do pneumotérax residual.

Em relagdo aos valores de pressao de oxigénio no sangue arterial (PaO,)

obtidos durante seu experimento, Machado (2003) afirma que o pneumotoérax de
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duracdo de 20 minutos ndo foi suficiente para causar diminuicdo adicional nos
valores obtidos somente com a sedagdo. Esse resultado é coerente com 0s nossos,
onde os valores ndo mostraram diferengca estatisticamente significativa entre os
momentos estudados ou entre os grupos, sendo que os valores médios obtidos
estdo dentro da faixa de normalidade. Peroni et al. (2000) relatam menores valores
de PaO, quando da realizagdo de toracoscopia no hemitérax esquerdo, se
comparado ao direito, fato explicado pela anatomia da cavidade toracica e presenca
de grandes vasos, levando a uma pior perfusdo pulmonar quando da instalagdo do
pneumotorax esquerdo.

A saturagao arterial de oxigénio (SaO;) corresponde a taxa de saturagao da
hemoglobina pelo oxigénio, e que esta somente é influenciada por uma diminuigdo
dos valores de PaO,, quando essa atinge valores abaixo de 60mmHg, ou quando se
institui altas pressdes durante um procedimento cirurgico toracico. Machado (2003)
nao observou diferencas estatisticamente significativas nos valores de SaO»
atribuidos a sedacdo ou ao pneumotdrax. Nosso trabalho mostra que ha uma
influéncia estatisticamente significativa da interacdo dos efeitos grupo experimental e
momento experimental, mostrando que existe diferenca entre os valores obtidos no
grupo 1 nos momentos M1 e M5, e M5 e M8, nao sendo observada, no entanto, uma
diferenca entre os momentos M1 e MS8. Desta maneira, podemos levar em
consideragao que existiu uma variagdo nos valores absolutos, porém os mesmos se
mantiveram dentro da faixa de normalidade, e essa alteracido nao foi persistente.

Em relacdo a pressao parcial de dioxido de carbono (PaCO;), que é um
parametro utilizado para a avaliagcdo da ventilagdo alveolar, nosso resultados
diferiram daqueles de Machado (2003) e Peroni et al. (2000), que ndo observaram
diferengas estatisticamente significativas entre grupos. Encontramos uma influéncia
do momento experimental nos valores de PaCO,, havendo diferenca entre os
valores de M1 e M5, que se manteve somente no grupo 1; no entanto, tais valores
estdo dentro da faixa de normalidade, e desta maneira, essa diferenca pode ser
considerada biologicamente nao significativa. Esse resultado justifica a auséncia de
influéncia estatisticamente significativa dos fatores estudados nos valores de
frequéncia respiratéria mensurados nesse trabalho, tendo ocorrido portanto uma
ventilagdo adequada.

A observagcdo da influéncia estatisticamente significativa do grupo

experimental nos valores do pH arterial diverge dos resultados obtidos por Machado
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(2003), que nao observou alteragdes nos valores deste pardmetro relacionados a
sedacao ou ainda ao pneumotoérax, assim como Peroni et al. (2000). Neste trabalho,
observamos diferenga estatisticamente significativa entre os grupos experimentais
tanto em M1 e M8, mas ndao em M5, o que nos leva a concluir que essa diferenca
pode ser decorrente a diferengas dos individuos que compunham cada grupo; soma-
se a isso o fato que, apesar da diferenca estatistica estar presente, os valores
médios do pH se mantiveram dentro da normalidade e, portanto, esse resultado nado
tem relevancia bioldgica.

Podemos atribuir a variacdo da frequéncia cardiaca observada nesse estudo
entre os grupos experimentais no periodo trans-operatorio a maior necessidade de
reaplicacdo dos farmacos sedativos no grupo dois, por terem sido submetidos a um
procedimento cirurgico de maior duragdo. No periodo pds-operatério imediato e 24
horas apds o procedimento cirurgico, ndo foram mais observadas diferengas, assim
como relatado anteriormente por Zoppa (2003), que atribuiu esse fato a técnica
causar pouco estimulo doloroso.

N&do observamos influéncia do grupo ou do momento experimental nos
valores de frequéncia respiratéria, assim como Zoppa (2003), e diferentemente de
Zoppa et al. (2001), que relataram aumento da freqléncia e amplitude respiratorias
em quatro dos seis animais experimentais utilizados por eles, sendo essa alteragao
relacionada ao pneumotérax, uma vez que os valores voltaram aos niveis normais
apos o restabelecimento da pressao intratoracica.

Zoppa (2003) nao observou diferengca nos valores de temperatura retal nos
animais utilizados no seu trabalho. Neste estudo, tanto a duragdo do pneumotdérax
quanto os momentos experimentais influenciaram significantemente essa variavel,
sendo que no grupo 2, as variagbes entre os momentos foram mais marcantes.
Acreditamos que a sedagao pode ter influenciado esse resultado, ja que a variagao
nos valores € marcante no grupo 2, e inexistente no grupo 1; no entanto, variacdes
individuais nao podem ser descartadas, uma vez que no periodo pré-operatorio os
animais dos dois grupos ja apresentavam valores de temperatura corpérea
diferentes. Da mesma maneira, mesmo sendo observadas tais diferencas, é
importante ressaltar que os valores médios apresentados estdo dentro da faixa de
normalidade, atribuindo pouca importancia bioldgica as variagdes deste parametro.

Neste trabalho, optamos pela dosagem do fibrinogénio plasmatico, uma vez

que a avaliacdo dessa proteina de fase aguda na espécie equina é amplamente
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utilizada na rotina clinica, e os seus valores conhecidos. N&o observamos variagao
nos niveis de fibrinogénio plasmaticos mensurados 24 horas apds o procedimento
em relagdo aos valores pré-operatérios, os valores se encontram dentro da faixa
considerada normal para a espécie por Latimer e Rakich (2002), assim como Peroni
(2000) que nao observaram diferenga nos valores mensurados apos 48 horas. Esses
resultados ndo podem ser confrontados com os obtidos por Zoppa (2003) e Penna et
al. (2004), que observaram diferengcas nos valores de fibrinogénio plasmaticos de
animais submetidos a toracoscopia 144 e 72 horas apds o procedimento cirurgico,
uma vez que os momentos de coletas diferem em todos esses estudo. Desta
maneira, ndo podemos afirmar que nao teria sido observada diferenca nos valores
72 ou 144 horas apos os procedimentos cirurgicos, caso tais momentos houvessem
sido incluidos na avaliagao.

A técnica para dosagem de IL-1 no nosso trabalho nao foi capaz de detectar
essa citocina nos materiais avaliados, excetuando-se algumas amostras de liquido
pleural, onde foram detectatos baixos niveis de IL-1 nos momentos experimentais 7
e 8. Uma vez que nao foi possivel aplicar uma avaliagdo estatistica dos valores
obtidos, pouco pode se afirmar sobre esse resultado, uma vez que este pode ser
decorrente de diversos fatores, tais como: a ndo produgédo ou ainda produgcdo em
baixos niveis da citocina pela espécie, ndo alcangando o limiar de deteccéo do teste,
ou ainda a auséncia ou baixa afinidade do anticorpo humano utilizado no teste para
a citocina equina. O fato de termos obtido nos ensaios uma curva padrao de
qualidade, descarta erros metodoldgicos ou defeito do kit comercial utilizado.

Por outro lado, utilizando-se ensaio biolégico como metodologia para
dosagem do TNF-a e IL-6, obtivemos resultados e somente devemos levar em
consideragao que estes, expressos em pg/mL s&o na verdade estimados, uma vez
que utilizamos padroes de citocinas de outras espécies para estabelecimento da
curva padrao.

Kisala et al. (1993) observaram maiores niveis de IL-1 e TNF-o produzidos
por cultura de macrofagos derivados de pulmbes com atelectasia em seu modelo
experimental com ratos, sugerindo que macrofagos alveolares tém importante
funcdo na producdo dessas citocinas e que seus efeitos podem ter repercussdes
sistémicas tais como a febre observada em pacientes com atelectasia pulmonar.

Neste trabalho, observamos que o momento experimental exerce influéncia nos
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niveis de TNF-a e IL-6 presentes no lavado broncoalveolar, essas citocinas sao
provavelmente produzidas principalmente por macréfagos alveolares. Os niveis de
TNF-o. apresentaram diferenga entre M6 e M8 quando os grupos foram analisados
globalmente, com maiores niveis em M6, ja a IL-6 apresentou diferenca entre M1 e
M7 em ambos os grupos. Esses resultados sugerem, portanto que existe uma
estimulacdo das células presentes no trato respiratério, sendo que € possivel se
detectar citocinas no lavado broncoalveolar e que a produgao de TNF-o por essas
células antecede a de IL-6. No entanto, mesmo frente a esses resultados, na analise
do lavado broncoalveolar em equinos deve-se levar em consideragdao a grande
diluicdo do material e heterogeneidade das amostras.

Em relacdo as dosagens de citocinas plasmaticas, somente observamos
alteracdes nos niveis de IL-6, sendo que niveis mais elevados foram observados em
M8, e esses valores sao significantemente diferentes dos encontrados em M1, M6 e
M7. No entanto, quando observamos os valores expressos em pg/mL para os niveis
plasmaticos desta citocina, verificamos que mesmo os valores de M8 s&o baixos,
préximos do limiar de deteccdo obtido no ensaio. Esse fato nos leva a acreditar que
o0 aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 € muito pequeno e que ainda, ndo existem
relatos anteriores que nos permitam atribuir a esses valores uma importancia
bioldgica. Morris et al. (1992) ao avaliarem esta citocina, observaram um aumento da
atividade plasmatica da mesma, com pico apés 4 horas da indugcdo de endotoxemia
em cavalos. Existem relatos na literatura de avaliacdo de TNF-o sérico em cavalos
com alteragdes no trato gastro intestinal (MORRIS; MOORE; CROWE, 1991) e em
potros septicémicos (MORRIS; MOORE, 1991), relatando associagdo entre
severidade da doenca e atividade da citocina.

Tomados em conjunto e levando em consideragéo os relatos da literatura, os
resultados de dosagem das citocinas, leva-nos a inferir que o procedimento cirurgico
aplicado nao foi capaz de induzir uma resposta inflamatdria sistémica intensa,
confirmando os achados de Cirino (2003), no entanto é importante se ressaltar a
diferengca no delineamento experimental entre os trabalhos, uma vez que Cirino
(2003) ndo avaliou esse parametro nos mesmos tempos que foram utilizados nesse
trabalho.

Estudos foram realizados em humanos com o objetivo de se comparar a

resposta do organismo frente a realizagdo de toracotomia ou da cirurgia toracica
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minimamente invasiva, tanto relacionados com os niveis de citocinas circulantes
(CRAIG et al., 2001; YIM et al., 2000), no liquido pleural (WEISSFLOG et al., 1999),
quanto de proteinas de fase aguda como a CRP (CRAIG et al., 2001). Ambos os
grupos de pesquisadores, conferem a cirurgia minimamente invasiva uma menor
resposta a injuria, justificando a realizagcao dessa técnica.

A analise do liquido pleural, no entanto forneceu mais dados referentes aos
niveis dessas citocinas. Akarsu et al. (2005) relataram que a dosagem de citocinas
no liquido pleural é uma importante ferramenta para se diferenciar exsudatos ou
transudatos pleurais. Observamos claramente uma influéncia do momento
experimental nos niveis tanto de TNF-o quanto de IL-6 no liquido pleural. Em
relacdo ao TNF-o, fica claro que existe um aumento significativo nos niveis,
atingindo um pico duas horas apds o inicio da injuria, sendo que os valores
diminuem e seus niveis 24 horas apds a injuria nao diferem dos encontrados em M1.
Weissflog et al. (1999) ndo observaram um aumento nos niveis dessa citocina no
liquido pleural de pacientes submetidos a videotoracoscopia, nossos resultados
portanto diferem dos obtidos pelos autores, no entanto, deve-se considerar a
diferenca na metodologia aplicada e ainda a espécie estudada.

Ja em relagéo a IL-6, observamos um aumento gradativo dos seus niveis nos
momentos experimentais estudados. Esse fato sugere uma produgdo mais tardia
dessa citocina quando comparada ao TNF-o, sendo consistente com relatos
anteriores de que o TNF-o tem papel modulador na liberagdo da IL-6 (MORRIS et
al., 1992). No entanto, em M8 ainda se observa um aumento dos niveis, pouco se
pode afirmar sobre a cinética da |IL-6 no liquido pleural do equino, em resposta a
injuria provocada pelo procedimento cirurgico, uma vez que nao obtivemos dados
posteriores a M8. Acreditamos que a grande variagdo dos dados obtidos em relagao
ao lavado broncoalveolar se deve a técnica que nao permite que se tenha
homogeneidade das amostras.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, podemos afirmar que, apesar
de atualmente serem descritas na literatura técnicas de biologia molecular para
dosagem de citocinas em equinos (KIRISAWA et al., 2006), o ensaio bioldgico € um
método adequado e sensivel para a dosagem de citocinas nessa espécie equina,

podendo ser utilizado com seguranca.
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Nao foram observadas alteracbes na contagem total de leucécitos circulantes
apos 24 horas do procedimento cirurgico, os valores se encontram dentro da faixa
considerada normal para a espécie por Latimer e Rakich (2002). Outros autores
anteriormente avaliaram o0 mesmo parametro, nado encontrando alteracdes
significativas, no entanto, foram utilizados tempos de coleta diferentes: Peroni et al.
(2000), que avaliaram a contagem total de leucdcitos 48 horas apds o procedimento,
e Zoppa (2003), empregando 72 e 144 horas apos o procedimento como momentos
de anadlise. Zoppa et al. (2001) descrevem uma tendéncia de aumento deste
parametro 24 horas apés o procedimento, e diminuicido apds 72 horas, mesmo nao
tendo alteragdes estatisticamente significativas nos valores. Diferentemente de
Peroni et al. (2000) que n&o observaram diferengca na contagem diferencial de
leucdcitos, observamos nesse trabalho que o momento experimental influenciou a
contagem diferencial tanto de polimorfonucleares neutréfilos quanto de linfécitos, 24
horas apos o procedimento cirurgico. As alteragdes apresentadas no numero total de
linfécitos circulantes podem nao apresentar significado clinico, uma vez que os seus
valores médios continuam dentro da faixa considerada normal para a espécie,
conforme citado por Latimer e Rakich (2002). Ja os valores de neutrdfilos
aumentaram significantemente e ultrapassaram o limite considerado normal para a
espéecie pelos mesmos autores, caracterizando um quadro de neutrofilia relativa, que
€ um achado comum em processos inflamatérios.

Na literatura veterinaria ndo existem relatos referentes a contagem de
leucocitos no liquido pleural apds a realizacdo de toracoscopia. Em nosso trabalho
observamos que esse parametro sofre influéncia tanto do grupo (duragao do
pneumotorax) quanto do momento experimental. Os grupos experimentais
apresentaram valores significantemente diferentes de leucécitos duas horas apds o
procedimento cirurgico, fato provavelmente decorrente da auséncia de diferenca nos
valores obtidos nesse momento no grupo dois em relagdo aos seus valores pré-
operatorios, e a grande variagdo dos valores de contagem dos leucdcitos
apresentados nesse momento pelos animais do Grupo 1. No entanto, a influéncia do
momento experimental é facilmente explicada pela migragao leucocitaria decorrente
do processo inflamatério causado pelo procedimento cirdrgico na cavidade toracica.
Esse resultado foi observado quando os momentos experimentais foram analisados

globalmente, verificando que existe diferenga na contagem total de leucdcitos entre
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todos os momentos de coleta, caracterizando processo inflamatério agudo na
cavidade toracica, ainda em curso 24 horas apds o procedimento cirurgico.

Weissflog et al. (1999) avaliaram liquido pleural de pacientes humanos
submetidos a toracotomia e cirurgia toracica videoassistida e, apesar de terem
encontrado niveis significantemente menores de citocinas em pacientes submetidos
a videocirurgia, sugerindo assim uma menor injuria provocada por este
procedimento, os autores ndo observaram diferencas relativas a contagem de
leucécitos, e ndo apresentam dados relativos a esse resultado, sugerindo que a
contagem de leucdcitos na cavidade pode ndo ser um bom marcador de injuria pos-
cirurgica. De maneira contraria, a dosagem de citocinas parece fornecer dados
relevantes, assim como ja descrito por Weissflog et al. (1999) que analisou o liquido
pleural de pacientes submetidos a cirurgia toracica, e por Craig et al. (2001) que
avaliou a resposta sistémica. Craig et al. (2001) sugeriram que a redugéo do trauma
cirurgico decorrente de uma cirurgia videoassistida poderia diminuir a resposta
organica de fase aguda e, consequentemente, proporcionar uma melhor
manutencdo na homeostase da funcdo imune dos pacientes. Em seu trabalho,
observaram menores niveis séricos de CRP e IL-6, além de um menor aumento na
producao de ERO por neutréfilos e macrofagos. Nosso trabalho demonstrou uma
influéncia estatisticamente significativa do fator grupo experimental na producéo de
ERO por neutréfilos circulantes; no entanto, ao analisarmos isoladamente cada
grupo ou momento experimental, ndo foram observadas diferencas pontuais
estatisticamente significativas, tornando assim, nossos resultados diferentes dos
obtidos por Craig et al. (2001). Neste sentido, ndo observamos um aumento do burst
oxidativo de neutréfilos circulantes no periodo pds-operatoério, indicando que nao
ocorreu aumento da producdo de EROs; porém a discussado dos dados fica limitada
pela grande diferengca da metodologia entre os trabalhos.

Existem na literatura relatos referentes a analise do burst oxidativo em lavado
broncoalveolar de equinos; no entanto, estdo relacionados a atividade fisica e seus
efeitos, ndo permitindo, portanto, uma comparagao direta com aqueles obtidos nesse
trabalho.

Durante a realizagdo das analises por citometria de fluxo, observamos uma
grande variagdo nas propriedades SSC e FSH das células tanto do lavado
broncoalveolar, quanto do liquido pleural. Usualmente, se faz a analise da producéao

de EROs de cada uma das populacgdes celulares identificadas na citometria de fluxo.
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As populagcbes celulares s&o separadas mecanicamente e posteriormente
analisadas e identificadas por microscopia Optica, confirmando assim sua
identificacdo. No entanto, para a realizacdo do nosso protocolo experimental, as
amostras obtidas foram destinadas tanto para analise por citometria de fluxo, quanto
para as dosagens de citocinas. No caso do liquido pleural, apesar do material conter
um numero grande de células, sendo essa uma condicdo necessaria para a
realizagcdo da separagado mecanica, o volume obtido era pequeno. Por outro lado, no
caso do lavado broncoalveolar, tinhamos como limitacdo a pequena concentragao
de células presentes na amostra. A Unica amostra biolégica compativel com a
realizagdo da separacdo mecanica neste protocolo seria o sangue, no entanto, a
técnica é dispensavel pois as propriedades SSC e FSH das células sanguineas
foram previamente definidas e extensamente bem descritas, sendo estes resultados
facilmente reproduzidos.

Desta maneira, escolhemos avaliar a producdo de EROs por neutrdfilos
circulantes (bem definidos por experimentos prévios), neutrdfilos presentes no
liquido pleural (que apresentavam propriedades SSC e FSH semelhantes aquelas
das células circulantes) e das células no geral observadas no lavado broncoalveolar
(populacédo nao definida), sendo que essas apresentaram a maior diversidade entre
os animais utilizados.

Apesar de nao termos observado diferencas estatisticamente significativas
nos valores médios de fluorescéncia produzida pelos neutrofilos presentes no liquido
pleural, dados estes que refletem a sua produgao de ERO, pudemos observar que
esses valores sdo maiores que aqueles apresentados tanto pelos neutréfilos
circulantes, quanto pelas células presentes no lavado broncoalveolar, indicando
ocorréncia de auto-fluorescéncia produzida por neutrofilos presentes no liquido
pleural e macréfagos no lavado broncoalveolar, assim como descrito por Massoco?',

(2006) (informagao verbal).

2! | nformag&o fornecida por Massoco em S&o Paulo em 2006
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7 CONCLUSOES

Frente aos resultados obtidos podemos concluir que:

1.

O colapso pulmonar induzido por infusdo de gas CO, em equinos higidos
provocou uma reacao inflamatéria localizada na cavidade toracica, caracterizada
pelos resultados dos parametros avaliados, onde nao foram observadas
diferencas significativas entre os dois grupos experimentais. A avaliagdo da
resposta inflamatéria sistémica pela dosagem de citocinas e mensuragao do
burst oxidativo ndo mostrou resultados significativos, corroborando o carater
restrito da injuria.

A avaliagao do lavado broncoalveolar também forneceu importantes resultados
acerca da injuria causada pelo procedimento.

A presencga de pneumotoérax residual foi minimizada pela técnica de controle da
pressao intratoracica, sendo que sua ocorréncia teve relagao direta aos quadros
de pneumotodrax bilateral trans-operatério.

A pressao intratoracica pré e pds colapso pulmonar pode ser avaliada obtendo-
se valores fidedignos desde que realizada com auxilio de insuflador automatico
de CO; e canula modelo Endo Tip®.

O pneumotérax bilateral consiste em uma possivel intercorréncia trans-
operatéria, no entanto é bem tolerado quando diagnosticado e revertido
precocemente.

Apds a realizagdo deste trabalho, utilizando a metodologia e paréametros
descritos, podemos concluir que a cirurgia toracica videoassistida em equinos
com até 60 minutos de duragcdo causou processo inflamatério localizado, com
minimas repercussdes sistémicas sendo considerado um procedimento seguro.
Desta maneira a sua indicacdo nessa espécie é favorecida, dependendo da

condic¢ao individual de cada paciente.
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APENDICE A - Descricdo dos animais utilizados nesse trabalho segundo raca,

sexo, idade e peso.

animais idade sexo raga peso (kg)
animal 1 14 anos M S.R.D. 480
animal 2 12 anos M S.R.D. 468
animal 3 9 anos M cruza arabe 383
animal 4 19 anos M S.R.D. 504
animal 5 9 anos M S.R.D. 470
animal 6 11 anos M S.R.D. 450
animal 7 19 anos M S.R.D. 395
animal 8 21 anos M S.R.D. 400
animal 9 20 anos F PSI 440
animal 10 10 anos F S.R.D. 306
animal 11 12 anos F S.R.D. 400
animal 12 7 anos F S.R.D. 442
M: macho

F: fémea

S.R.D.: sem raca definida
PSI: Puro Sangue Inglés
kg: quilograma
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APENDICE B - Informacdes referentes as caracteristicas dos lavados
broncoalveolares obtidos nos diferentes momentos experimentais
em cada um dos animais.

ANIMAL M1 M6 M7 M8
limpido com
1 pouca levemente turvo levemente turvo limpido
contaminagao
I I ligeiramente turvo com ligeiramente turvo
2 limpido limpido
surfactante com surfactante
3 contaminagao turvo, levemente turvo, levemente levemente
com sangue sanguinolento sanguinolento sanguinolento
— I — turvo levemente
4 limpido limpido limpido .
sanguinolento
5 turvo turvo turvo turvo
6 levemente turvo nao realizado nao realizado nao realizado
. sercregao I
7 limpido ¢ limpido turvo amarelado
amarelada
8 limpido levemente turvo levemente turvo levemente turvo
L levemente turvo - levemente turvo -
9 limpido levemente turvo . .
sanguinolento sanguinolento
10 levemente turvo levemente turvo limpido com surfactante
I ~ . contaminado
11 limpido nao realizado levemente turvo
(sangue)
contaminagao
12 ¢ levemente turvo levemente turvo turvo
com sangue






