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SILVA, A.A. Avaliacdo da técnica de biopsia pulmonar transtoracica em
ovinos clinicamente sadios e os efeitos do procedimento sobre o
metabolismo oxidativo. Botucatu, 2009. 86p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

RESUMO

Avaliou-se a seguranca e a eficacia da técnica de biopsia pulmonar
transtoracica percutinea e seus efeitos sobre o metabolismo oxidativo na
espécie ovina. Foram utilizados 20 ovinos clinicamente sadios e destinados ao
abate. Inicialmente, foram coletadas amostras de sangue da veia jugular em
tubos de ensaio contendo heparina. ApGs a colheita, foi realizado o exame
clinico seguido da biopsia pulmonar com agulha semi-automatica no 7° espaco
intercostal direito cerca de 5 cm acima do olécrano. Avaliou-se 0 namero de
tentativas para a realizacdo do procedimento e o tamanho dos fragmentos. As
amostras obtidas foram analisadas histologicamente. Uma nova colheita de
sangue foi realizada 30 minutos ap6s a biopsia, e as amostras levadas ao
laboratério para a deteccado indireta dos radicais livres [superoxido dismutase
(SOD), glutationa total (GSH-t) e peroxidase (GSH-Px) e substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS)]. Apés o abate foi realizado o exame pos
mortem para avaliacdo de complicacdes da técnica e das eventuais lesbes
provocadas. Entre todos os animais submetidos a biopsia apenas dois
demonstraram resisténcia a técnica, sendo obtidos fragmentos pulmonares que
mediram entre 4 mm a 7 mm de comprimento, com média de 1,8 + 1 tentativas
por fragmento. As principais alteracdes relacionadas a técnica foram: tosse,
dispnéia inspiratéria, elevacdo das freqiiéncias cardiaca e respiratéria e
aumento do ruido broncobronquiolar. Ao exame pos mortem observou-se
hemorragia dos musculos intercostais e pleura visceral de tamanho variado em
todos os cordeiros, além de feridas lineares de até 14 mm nos dois animais que
ndo reagiram bem ao procedimento. Das 20 tentativas de execugéo da técnica,
18 obtiveram sucesso, enquanto que em duas o figado foi equivocadamente
puncionado. As amostras de tecido pulmonar foram consideradas

representativas, pois foi possivel a visualizacdo de estruturas integras,



incluindo bronquiolos e alvéolos. Trinta minutos apés a biopsia houve reducédo
nas atividades de SOD e de GSH-Px, ndo sendo verificada alteracdo
significativa nas concentracdes de GSH-t e de TBARS ap0s o procedimento. A
biopsia pulmonar mostrou-se segura e eficaz para obtencdo amostras
pulmonares com fins de diagnostico histolégico, sem causar alteracbes

significativas no metabolismo oxidativo e danos teciduais expressivos.

Palavras-chave: Ovinos; biopsia pulmonar; metabolismo oxidativo.
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SILVA, A.A. Evaluation of the transthoracic lung biopsy technique in
clinically healthy sheep and the effects of the procedure on the oxidative
metabolism. Botucatu, 2009. 86p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista Julio de Mesquita Filho.

ABSTRACT

It was evaluated the safety and effectiveness of the percutaneous transthoracic
lung biopsy technique and its effects of the procedure on oxidative metabolism
in sheep. It was used 20 clinically healthy sheep. Initially, blood samples were
collected from the jugular vein in test tubes containing heparin. After collecting
the blood, the clinical examination was carried out followed by lung biopsy with
a semi-automatic needle biopsy. The number of attempts and size of the
fragments were measured and the samples were analyzed histologically. New
blood samples were collected 30 minutes after the biopsy. All blood samples
were taken to the laboratory for the indirect detection of free radicals
[superoxide dismutase (SOD), total glutathione (GSH-t), glutathione peroxidase
(GSH-Px) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)]. After the
slaughter, a post mortem examination assessed the technical complications and
possible injuries. Among all animals underwent biopsy only two did not tolerate
the technique. It were obtained Lung fragments from 4 mm to 7 mm and it were
required on average 1,8 attempts. The main changes related to the procedure
were: cough, labored breathing, increased heart and breathing rate and
increased broncobronquiolar noise. The post-mortem examination revealed
bleeding of the intercostal muscles and visceral pleura of various sizes in all
lambs, and a wound up to 14 mm in the lung of two animals that did not
tolerate the procedure. From 20 attempts to implement the technique, 18 were
successful, while in two of them the liver was mistakenly punctured. Samples of
lung tissue were representative. It was possible to visualize intact structures,
including bronchioles and alveoli. The activity of SOD and GSH-Px decreased
thirty minutes after the biopsy. There were no changes in GSH-t and TBARS

concentrations after the procedure. The percutaneous transthoracic lung biopsy

14



technigue showed to be safe and effective for obtaining lung samples for
histological diagnosis without causing significant changes in oxidative
metabolism and expressive tissue damage.

Key words: Ovine, lung biopsy, oxidative stress
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1. INTRODUGCAO

Nos Ultimos anos a ovinocultura reapareceu principalmente na regido
Sudeste do Brasil, como solugcdo econdmica para os pecuaristas de pequeno e
médio porte. Na Ultima década tem se verificado nao s6 aumento no efetivo dos
rebanhos, mas também no nimero de propriedades envolvidas nesta atividade.
A principal causa disso é o aumento no consumo de carne ovina, mais
especificamente da carne de cordeiro, viabilizando sistemas de producédo
animal em pequenas propriedades e tornando-se mais uma alternativa de
investimento no meio agropecuario.

Atualmente, as doencas respiratorias sdo consideradas um sério
problema de sanidade na ovinocultura, apresentando altos indices de
morbidade e mortalidade (MARTIN, 1996; CUTLIP et al., 1998), sendo
responsaveis por 10 a 40% das mortes em animais adultos (VIEIRA et al.,
1993) e por 17% das mortes durante o periodo perinatal (ROOK et al., 1990).

No processo diagnostico de diversas enfermidades do sistema
respiratorio é imprescindivel a realizacdo de anamnese criteriosa e exame
fisico minucioso do aparelho respiratério (GONCALVES, 2004). Quando estes
recursos semiolégicos ndo sdo suficientes para uma conduta diagnostica
adequada, é preciso lancar mao de procedimentos que ajudem o clinico na
busca pelo diagndstico. Para tanto, os exames complementares auxiliam nao
s6 no diagnostico, mas também no prognéstico, plano terapéutico e
preservacdo do paciente.

A biopsia pulmonar pode ser empregada como auxilio diagndstico, com
a efetividade confirmada do procedimento na obtencdo de fragmentos
adequados para o exame histopatolégico e microbiolégico (PORTO, 1991).
Todavia, a biopsia pulmonar é um procedimento pouco efetuado na medicina
veterinaria, talvez pela inseguranca dos veterinarios em realizar a técnica
correta. Apesar disso, ja foi comprovado que a biopsia pulmonar auxilia na
diferenciacdo de alteracdes inflamatérias, alérgicas, enfisematosas,
edematosas e neoplasicas em varias espécies animais (BRAUN et al., 1999;
PUGH, 2005), inclusive na espécie ovina (BRAUN et al., 2000).

Na ultima década foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer

o papel das Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) em processos patolégicos
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gue envolvem o trato respiratério de animais, sobretudo na espécie eqlina
(ART et a., 1999; KIRSCHIVINK et al., 2002; DEATON et al., 2004). Amostras
de tecido pulmonar, obtidas a partir de biopsia, tém sido utilizadas com sucesso
para determinar os danos provocados pelas EROs no parénquima pulmonar de
humanos (SLADE et al.,, 1985; COMHAIR et al., 2005), ratos (FORMAN &
FISHER, 1981; SLADE et al., 1985) e ovinos (IKEDA et al., 1998; MALHOTRA
et al.,, 2002). Em contrapartida, ndo existem relatos que avaliem o papel da
técnica de biopsia pulmonar no desequilibrio do estado oxidativo, permitindo
assim a formacédo de grandes quantidades de EROs, o0 que poderia agravar o
guadro clinico do paciente devido ao seu jA comprovado envolvimento na
patogenia e progressao de algumas dessas doencas.

Levando em conta o crescente desenvolvimento da ovinocultura no
Brasil, a alta ocorréncia de doencas respiratdrias nesses animais, e as
evidéncias de que os radicais livres representem um grande papel no
desenvolvimento de algumas afeccbes respiratérias, € de suma importancia o
estudo de métodos que complementem o diagndstico clinico e auxiliem a
realizacdo de um diagnostico precoce, bem como seus possiveis efeitos sobre

0 estado oxidativo desses animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biopsia Pulmonar

A biopsia pulmonar é um procedimento invasivo de elucidagéo
diagnéstica que consiste na remoc¢do de tecido pulmonar vivo para exame
macro e microscopico, envolvendo o processamento laboratorial do material, a
confeccdo de laminas seguida de analise e descricdo microscépica (PORTO,
1991). Quando h& suspeita de enfermidades de etiologia infecciosa, a amostra
de tecido recolhida pode ainda ser submetida a cultura de fungos e de
bactérias, bem como a testes de sensibilidade a antibiéticos. (SAVAGE et al.,
1998; BRAUN et al., 2000). As informacdes obtidas através da biopsia sao
Uteis ao clinico na definicdo de um diagndstico, permitindo a tomada de

decisBes sobre o tratamento e o progndstico do paciente (STONE 1995).
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A histéria da biopsia pulmonar data de 1883, quando Leyden, para a
identificacdo de microorganismos em trés casos de pneumonia, realizou a
primeira biopsia pulmonar aspirativa por acesso transtoracico. Trés anos
depois, Menetrier (1886) foi o primeiro a diagnosticar carcinoma de pulméo
utilizando esta mesma técnica (PORTO, 1991; UNVER et al., 2006). Depois
disso, devido a alta freqiéncia de complicacdes observadas, consequentes ao
grosso calibre das agulhas utilizadas, e pela falta de orientacdo visual do ponto
e do trajeto da puncdo, o método ndo teve aceitacdo generalizada e acabou
caindo em desuso. Apesar do insucesso inicial, em 1963 Dahlgren e
Nordenstrom reafirmaram a serventia do procedimento, com sua utilizacdo
associada a técnicas de imagem em tempo real, e passa entdo a ser
amplamente empregada tornando-se uma pratica rapida e efetiva para o
diagnostico de afecgdes pulmonares (PORTO, 1991; MOORE, 2005; UNVER
et al., 2006). Os dispositivos automaticos para a execucao de biopsias foram
introduzidos em 1982 por Lindgren, com sua efetividade comprovada na
obtencdo de fragmentos de alta qualidade para o exame histopatolégico em
diversos 6rgdos (WAGNER et al., 1995). Hopper et al. (1990) demonstraram a
superioridade diagndstica desses aparelhos diante das agulhas convencionais
na execucao de puncdo abdominal em humanos.

Com relacdo as vias de acesso, as biopsias pulmonares podem ser
transbronquial, conduzidas com auxilio de um endoscOpio, transtoracica e
aberta, onde o pulmdo é exposto mediante toracotomia (NEFF, 1980). A
biopsia pulmonar transtoracica, especificamente, pode ser aspirativa ou
lancetante. No primeiro caso usa-se uma agulha simples e se retira um suco de
tecidos para estudos citopatoldgicos e microbioldgicos. Na punc¢éo lancetante
consegue-se um cilindro macico de tecido também para exames
histopatologicos e microbiologicos (PORTO, 1991).

A biopsia pulmonar tem valor diagndstico, sendo demonstrada boa
correlacdo entre os achados histopatolégicos e microbiolégicos com o quadro
clinico, em equinos (RAPHEL & GUDSON, 1981; NAYLOR et al., 1992;
DOUCET & VIEL, 2002; VENNER et al., 2006) bovinos (SILVA, 2005;
PRINGLE, 1992), ovinos (BRAUN et al., 2000), caes (ROUDEBUSH et al.,
1981; TESKE et al., 1991; WOOD et al., 1998; DeBERRY et al., 2002) e gatos
(MACMILLAN et al., 1988; WOOD et al., 1998).
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A indicacdo da biopsia pulmonar se reserva aqueles pacientes que
necessitam de um diagndstico histolégico e/ou microbiolégico para um
direcionamento do manejo e de suas terapias e animais com enfermidades
respiratérias difusas e de causa indeterminada, sobretudo quando a
progressdo da doenca é um fator decisivo. Entretanto, por ser um método
diagndstico invasivo, o clinico s6 deve langar mao deste recurso quando outros
procedimentos menos invasivos falharam em fornecer um diagnéstico preciso.
(RAPHEL e GUNSON, 1981; CANZIAN et al., 2006). Por outro lado, a biopsia
pulmonar ndo é um procedimento recomendado para pacientes com intensa
taquipnéia, acessos de tosse frequentes, funcdo pulmonar diminuida, disturbios
de coagulacdo e animais incapazes cooperar com o procedimento (NEFF,
1980; GRODE et al., 1993; ROY e LAVOIE, 2003).

Apesar de a biopsia pulmonar ser um procedimento simples e de ampla
aplicabilidade, alguns profissionais ainda sentem-se inseguros quanto a sua
realizacao, principalmente por causa das possiveis complicacfes decorrentes
do procedimento, embora complicacfes graves sejam incomuns (ZAVALA &
BEDELL, 1972; GERAGHTY et al.,, 2003). ComplicacBes freglientemente
associadas a execuc¢do da técnica incluem epistaxe e hemoptise transitorias e
pneumotérax, ndo tendo sido relatadas complicacbes em longo prazo
(WARNER, 1990; NAYLOR et al., 1992).

2.2. Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) e Estresse Oxidativo

O oxigénio é essencial para a oxidacdo de compostos organicos e
producdo de energia para 0 metabolismo celular (COMHAIR e ERZURUM,
2002). Entretanto, uma pequena quantidade de oxigénio consumida (2 a 5%) é
reduzida por vias metabdlicas normais, produzido uma variedade de
substancias quimicas altamente reativas, denominadas espécies reativas do
oxigénio (EROs) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; DAMASCENO et al.,
2002). Entre os principais metabdlitos reativos do oxigénio produzidos durante
este processo podemos destacar o radical superoxido (O2°), o perdéxido de
hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH®), sendo que a principal fonte
produtora destas EROs é a cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria.
(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004; MOLINA, 2003).
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Sob condi¢bes normais, 0 balanco entre os antioxidantes e as EROs é
suficiente para garantir o bom funcionamento do organismo. Entretanto, um
acréscimo na concentracdo de EROs ou um decréscimo no sistema
antioxidante pode destruir este equilibrio. Este estado de desequilibrio é
conhecido como estresse oxidativo (WRIGHT et al.,, 1994; KIRSCHIVINK e
LEUKEUX, 2005; VALKO et al., 2007), condicdo em que as EROs podem
provocar lesdes teciduais (KINULLA et al., 1995), danificando organelas
celulares, acidos nucléicos, lipideos e proteinas (VALKO et al., 2007).

De todas as acbes deletérias associadas ao estresse oxidativo, a
oxidacdo das membranas celulares, processo conhecido como peroxidagdo
lipidica, talvez seja a que tenha maior impacto. A lipoperoxidagdo envolve o
ataque das EROs aos acidos graxos insaturados das membranas, levando a
perda da fluidez e aumento da permeabilidade das membranas, com liberacéo
de nutrientes e substancias toxicas a célula no espaco extracelular, lesionando
os tecidos (SJODIN et al., 1990; FERREIRA e MATSUBARA, 1997,
DAMASCENO et al., 2002).

Contudo, o organismo ndo é uma vitima passiva do ataque das EROs.
Pelo contrério, ele conta com um complexo mecanismo de defesa antioxidante
responsavel pela manutencédo da homeostase entre a producéo e a eliminacdo
de EROs (WRIGHT et al., 1994). De modo geral, os agentes antioxidantes
podem ser enzimaticos e nao-enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos
constituem a primeira defesa endégena de neutralizacdo das EROs e incluem a
superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH-
Px) e a glutationa redutase (GSH-Rd) e entre os nao-enziméticos podemos
destacar as vitaminas E e C, glutationa reduzida (GSH), carotenos, acido Urico
e proteinas quelantes de metais de transicdo. (DAMASCENO et al., 2002).
Apesar da defesa antioxidante basica oferecida pelas enzimas antioxidantes, a
variacdo individual nos niveis de cada uma dessas enzimas mostra-se
importante no agravamento das doencas relacionadas aos agentes oxidantes
(KINNULA & CRAPO, 2003).

20



Inflamacéo é uma resposta de defesa do organismo que ocorre apds o
dano celular, entretanto, uma resposta inflamatéria extensa, prolongada ou néo
regulada é altamente prejudicial ao organismo. O processo inflamatério inclui a
participacdo de diferentes tipos celulares, principalmente células com funcao
fagocitaria. Durante o processo de fagocitose hé liberacdo de grande
guantidade de EROs pelas células fagociticas, evento conhecido como
explosdo respiratria. As EROs liberadas durante a explosdo respiratéria séo,
provavelmente, as principais responsaveis pelos danos teciduais decorrentes
do processo inflamatério. Além de provocar injuria tecidual, as EROs atuam
também como mediadores inflamatérios, potencializando a resposta
inflamatéria. Quando o pulmdo e o sangue estdo sob estresse oxidativo ha
ativacdo de vias metabdlicas que culminardo com a cascata da inflamacéo.
Células inflamatérias sdo entédo recrutadas para a microcirculagdo pulmonar e
direcionadas as vias aéreas posteriores tornando-se ativas e passando a
produzir EROs em resposta aos estimulos inflamatérios (RAHMAN e MACNEE,
2000), amplificando seus efeitos nesses tecidos.

Diante do que foi exposto é possivel acreditar que técnicas invasivas
como a biopsia pulmonar possam resultar em resposta inflamatéria aguda
acarretando aumento na producdo de EROs nos pulmdes e no sangue,

provocando danos teciduais graves.
3. OBJETIVOS
S&o0 objetivos deste estudo:
1. Avaliar a seguranca da técnica de biopsia pulmonar percuténea transtoracica
e sua eficacia na obtencdo de amostras adequadas que permita a analise

histopatoldgica do fragmento;

2. Comparar a ocorréncia de complicacdes decorrentes da técnica de biopsia

pulmonar entre ovinos clinicamente sadios;

3. Determinar a metodologia para analise de antioxidantes e da

lipoperoxidagcdo em hemécias de ovinos clinicamente sadios;
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4. Estabelecer os principais marcadores do estresse oxidativo em hemacias de

ovinos clinicamente sadios;
5. Avaliar o efeito da biopsia pulmonar percutanea transtoracica sobre os
antioxidantes e sobre a peroxidacdo lipidica em hemacias de ovinos
clinicamente sadios;
4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados 20 ovinos clinicamente sadios, independentemente de
sexo, raca e idade, procedentes da regido de Botucatu-SP, e destinados ao
abate.
4.2. Exame Clinico

Todos os animais foram submetidos ao exame clinico imediatamente
antes e apds a biopsia pulmonar, utilizando-se protocolo adotado por Viana
(2003), conforme apresentado no Anexo 1 e critério clinico de Gongalves
(2004). Os resultados foram anotados em fichas individuais.
4.3. Colheita do Material

4.3.1. Contencgéo

Os animais foram contidos por cabresto e manualmente, com auxilio de

ajudante, mantidos em pé, durante todo o periodo da colheita de materiais.
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4.3.2. Colheita das Amostras

4.3.2.1. Amostra de Sangue

Foram colhidos da veia jugular, 5mL de sangue, em tubos de ensaio
heparinizados, imediatamente apds a contencéo, antes da realizacdo do exame
fisico, visando minimizar os efeitos do estresse desse procedimento sobre os
animais. Novas amostras de sangue foram colhidas da mesma forma, 30
minutos apos a biopsia, com a finalidade de verificar os efeitos da biopsia
pulmonar e as suas conseqiiéncias sobre a producdo de EROs. Em seguida,
as amostras de sangue foram armazenadas a 10° C em recipiente apropriado
com gelo e encaminhadas ao laboratério de pesquisa experimental de
Ginecologia e Obstetricia da FMB-UNESP, para a deteccdo de biomarcadores
do estresse oxidativo [SOD, glutationa total (GSH-t), GSH-Px e substéncias

reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)].

4.3.2.2. Biopsia Pulmonar

O ponto de punc¢do para a biopsia pulmonar foi demarcado no sétimo
espaco intercostal do antimero lateral direito, aproximadamente 5 cm acima do
olécrano. A seguir foi feita tricotomia e antissepsia da pele com solucéo de iodo
povidine a 1%, seguido de anestesia local da pele do espaco intercostal, tecido
subcutaneo, musculos intercostais e pleura parietal, utilizando-se 5 mL de
solucdo de lidocaina a 2%. Alguns minutos depois realizou-se, com bisturi,
incisdo na pele e tecido subcuténeo, entre os espacos intercostais. Uma agulha
de biopsia do tipo semi-automatica® foi inserida, imediatamente cranial &
costela, em angulo vertical a superficie corporal, evitando-se 0s vasos e nervos
intercostais.

Amostras do tecido pulmonar foram colhidas de acordo com Finn-Bodner
e Hathcock (1993) e Braun et al. (1999), como em bovinos. Quando ndo se
obteve nenhum fragmento do parénquima ap0s a puncdo, repetiu-se o

procedimento até que se conseguisse amostra satisfatoria do tecido pulmonar.

'BD 16 G X 15 cm; Euromed Cateteres®
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Analisou-se 0 numero de tentativas para a execucdo do procedimento.
Imediatamente apés a puncdo, o fragmento adquirido foi conservado em
recipiente contendo formalina a 10% até que fosse submetido a analise
histopatoldgica.

Nenhuma medicacéo foi administrada aos animais e nenhuma atencgéo
especial foi dada ao sitio da biopsia, uma vez que todos os animais foram

abatidos logo ap6s o procedimento.

4.4. Processamento e Analise do Material

4.4.1. Exame da Carcaca

Ap6s o abate, os animais foram analisados por inspe¢cao no exame pos
mortem do matadouro para avaliagdo de complicagdes decorrentes da técnica.
Considerando-se 0 escore de gravidade da lesdo descrito por Silva (2005),
adaptado de Braun et al. (1999), as hemorragias encontradas na pleura
visceral, atribuidas a biopsia foram consideradas da seguinte forma:

e Escore 1: lesdo pleural com area até 4mm?
e Escore 2: leséo pleural com area entre 4,1 e 25mm?
e Escore 3: Lesdo pleural com &rea superior a 25,1mm?
A érea total das lesdes provocadas por hemorragia sub-pleural também

foi avaliada.

4.4.2. Exame do Fragmento

As amostras obtidas foram submetidas ao exame macroscépico,

avaliando-se o comprimento de cada fragmento tecidual.

4.4.2.1. Histopatologia

Para o exame histopatolégico as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria do
Departamento de Clinica Veterindria da FMVZ — UNESP Botucatu fixadas em

formalina tamponada a 10% e, posteriormente, desidratadas em &lcool,
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embebidas em parafina, seccionadas, coradas com hematoxilina-eosina e
analisadas em microscopio Optico. A qualidade dos cortes histolégicos obtidos
a partir dos fragmentos de biopsia foi avaliada segundo escore adaptado de
Hopper et al. (1993):
e Adequacéo tecidual para o diagnostico histopatologico (0-2)
o0 Escore 0: tecido insuficiente para analise histopatologica
o Escore 1: tecido insuficiente para uma avaliacdo histopatologica
adequada, mas € possivel realizar um diagnéstico de suspeita
o0 Escore 2: tecido suficiente para a avalia¢édo histopatolégica
e Preservagao tecidual (0-2)
o Escore 0: Pobre
0 Escore 1: Intermediaria
o Escore 2: Boa
e Presenca de artefatos (0-2)
o Escore 0: Intensa
o Escore 1: Intermediaria
0 Escore 2: Sem presenca de artefatos
Os achados histopatoldgicos referentes as biopsias foram registrados

por fotomicrografia®.

4.4.3. Amostras de Sangue

As amostras de sangue foram centrifugadas® a 185 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Para obtencdo das hemécias, o sangue foi lavado com
tampéao-salina-fosfato (PBS), a 4°C e centrifugado a 1575 x g durante 15
minutos por trés vezes. A cada repeticdo do procedimento retirou-se o plasma,
glébulos brancos e as plaquetas, por aspiragdo com micropipeta. As hemécias
lavadas (50 pL) foram adicionados 950 pL de a4gua deionizada e agitados, por
inversdo, para obtencdo do hemolisado. O hemolisado foi utilizado para
determinacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo: atividade enzimética
da SOD e concentragfes de GSH-t e de TBARS. Para a determinacdo da
atividade enzimética da GSH-Px, a 4gua deionizada foi substituida por solugéo

2 JENAMED 2 — CARL ZEISS JENA®
3 CENTRIFUGA EPPENDORF 5804E®
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estabilizadora (2,7 mM EDTA e 0,7 mM 2-mercaptoetanol) (FERREIRA et al.,
1999).

4.4.3.1. Determinacdo da Hemoglobina

Para a determinacdo da hemoglobina, 20 uL do hemolisado foram
diluidos e agitados em 2 mL de solu¢cdo de Drabkin. Ap6s 10 minutos de
repouso, a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro* a 546 nm
e expressa em g/dL (FERREIRA et al., 1999).

4.4.3.2. Determinacao da Peroxidacéo Lipidica

Foi adicionado 1 mL de acido sulfossalicilico (3,0%) a 1 mL de
hemolisado, agitado por 10 segundos, centrifugado a 15.500 x g por 3 minutos
e deixado em repouso durante 15 minutos. Em seguida foram adicionados 500
uL de acido tiobarbitarico (TBA a 0,67%) a 500 uL de hemolisado. A mistura foi
aguecida a 80°C por 30 minutos e a absorbancia determinada em
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 535 nm. Os resultados foram
expressos em nM de malonaldeido (MDA) por grama de hemoglobina (nM/gHb)
(FERREIRA et al., 1999).

4.4.3.3. Determinacdo da Atividade de Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada pela sua capacidade de inibir a
auto-oxidacdo do pirogalol® pelo anion superéxido. A mistura consistiu na
adicdo de 100 puL de tampédo Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5mM), 20 uL de
pirogalol® 10mM e 860 uL de &gua deionizada a 20 pL de hemolisado. A
absorbancia foi determinada em espectrofotometro com comprimento de onda
de 420 nm (25°C) por 5 minutos. A quantidade de SOD capaz de produzir 50%
de inibicdo da oxidac&o do pirogalol®, por miligrama de hemoglobina, é definida
como uma unidade de atividade enzimatica expressa em Ul/mgHb (FERREIRA
et al., 1999).

4 BIOESPECTRO - SP - 220°
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4.4.3.4. Determinacdo da Concentracdo de Glutationa Total (GSH-t)

O conteudo de GSH-t foi determinado pela adicdo da forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que iniciou a reacao
enzimatica da glutationa com o acido 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzdéico (DTNB)
formando o acido 2-nitro-5-tiobenzéico. A mistura consiste na adicdo de
1.290 pL de agua destilada, 200 pL de tampéo Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0;
5mM), 200 puL de 10 Ul/mL de GSH-Rd, 200 uL de NADPH (2mM) e 100 pL de
DTNB (12 mM) a 10 puL de hemolisado. Para obtenc&do da curva padrdo da
glutationa, foi realizado o mesmo ensaio, substituindo-se a amostra de
hemolisado por 10 uL de solucdo padrdo a 1:1000 de glutationa oxidada
(GSSG) a 33 uM. A absorbéancia foi determinada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 412 nm. A concentracdo da GSH-t foi expressa em
micromolar do substrato reduzido por grama de hemoglobina (uM/gHb)
(FERREIRA et al., 1999).

4.4.3.5. Determinacdo da Atividade Enzimatica de Glutationa-Peroxidase
(GSH-Px)

A determinagdo da atividade da GSH-Px foi realizada pelo
monitoramento da oxidacdo do NADPH. A mistura consistiu na adi¢cdo de 1.300
uL de agua destilada, 200 pL de tampé&o Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5mM),
200 pL de 10 UI/mL de GSH-Rd, 200 pL de NADPH (2mM), 40 uL de GSH (0,1
M) a 40 pL de hemolisado. A mistura foi agitada em vortex durante 10
segundos. Em seguida foi adicionado 20 uL de T-Butil hidroperdxido (7mM) e
mantida a 37°C durante 10 minutos. A absorbancia foi determinada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 340 nm. A atividade da GSH-
Px foi expressa em unidades de atividade enzimatica por grama de
hemoglobina (Ul/gHb) (FERREIRA et al., 1999).
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4.5. Analise Estatistica

Os dados obtidos neste estudo referentes a utilizacdo da técnica de
biopsia pulmonar transtoracica percutdnea em ovinos clinicamente sadios
foram expostos por meio de estatistica descritiva, através de média, desvio
padréo e percentual.

Para a analise estatistica dos resultados da avaliacdo das atividades
enziméticas da SOD e de GHS-Px e das concentracdes de GSH-t e TBARS
nas hemacias de ovinos submetidos a biopsia pulmonar antes e 30 minutos
ap6és o procedimento, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon,

adotando o nivel de significancia de 5%, para p menor ou igual a 0,05.

5. RESULTADOS

Pela técnica anteriormente descrita, fragmentos teciduais foram obtidos
em todos os animais submetidos ao procedimento (20/20 - 100%), sendo
necessaria, em média 1,8 + 1 tentativas. Das 20 biopsias realizadas, amostras
de tecido foram obtidas apO6s apenas uma tentativa em nove (9/20 - 45%)
ocasibes, apbs duas tentativas em sete (7/20 - 35%), apés trés tentativas em
dois (2/20 - 10%) e, apoés 4 tentativas também em dois (2/20 - 10%) momentos.
A agulha escolhida foi de facil manipulacdo e a técnica foi executada sem
grandes dificuldades.

Treze animais (13/20 - 65%) toleraram bem a técnica de biopsia
pulmonar transtoracica percutanea, entretanto, alguns animais demonstraram
certa resisténcia durante o procedimento, vindo até a dificultar a coleta. Cinco
(5/20 — 25%) animais demonstraram suave esforco (berros, feicbes de medo e
elevacdo das patas), enquanto que dois (2/20 — 10%) animais apresentaram
forte resisténcia (saltos e tentativas de coices) a realizacdo da técnica.

Ao exame clinico, atitude geral e postura permaneceram inalteradas e a
temperatura retal ndo se elevou, permanecendo dentro dos valores de
referéncia para a espécie. Entretanto, as frequéncias cardiaca e respiratéria
aumentaram em 14 (70%; Média (MED) = 122bpm) e 12 (60%; MED = 52mrp)
animais, respectivamente. Apesar disso, 0s parametros observados voltaram a

normalidade em aproximadamente 15 minutos apos a biopsia.
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Com relacdo a alteracdes no aparelho respiratério, foi observada tosse
espontanea em seis (6/20 - 30%) animais. Anormalidades no padréo
respiratorio ocorreram em 3 (3/20 - 15%) ovinos, sendo que dois deles
apresentaram dispnéia inspiratéria e um animal apresentou expiracdo em dois
tempos, o que geralmente é caracteristico de dor. A auscultacdo pulmonar, foi
observado aumento do ruido broncobronquiolar no sitio da biopsia, em trés
(3/20 - 15%) animais. Os dois ovinos que demonstraram forte resisténcia a
execucdo do procedimento apresentaram, a auscultacdo pulmonar no local da
biopsia, um som caracteristico de vazamento de ar, exatamente sobre o local
da puncéo, embora sem haver saida de ar para o exterior.

Um animal entrou em colapso imediatamente apos a realizacdo da
biopsia, vindo a decubito. Este animal apresentou tosse, taquicardia,
taquipnéia, intensa dispnéia inspiratéria e posicionou-se em posicdo
ortopneica, demonstrando grande dificuldade respiratéria. A auscultacdo
pulmonar deste animal revelou aumento do ruido broncobronquiolar por toda
area dos pulmdes. Apesar disso, 0 animal levantou em alguns minutos e ndo
apresentou mais nenhuma anormalidade. Nenhum dos animais apresentou
hemoptise, epistaxe ou mesmo sinais clinicos compativeis com hemotoérax ou
pneumotdérax, complicacdes comumente associadas a biopsia pulmonar.

Os animais foram abatidos, em média, trés horas apos a realizacéo da
biopsia pulmonar. No exame pos mortem observou-se que todas as puncdes
estavam localizadas no lobo diafragmatico. Das 20 biopsias realizadas, as
alteracbes encontradas na pleura parietal e masculos intercostais eram
evidenciados como um ponto em 12 carcacas (12/20 - 60%); em outras quatro
(4/20 - 20%) as lesdes tinham até 4 mm de comprimento; foram evidenciadas
como grandes hematomas de até 8mm X 10mm em quatro carcacas (4/20 -
20%). Todos os animais apresentaram hemorragia de pleura, cuja area variou
de 4 mm? a 40 mm?. Dos 20 animais biopsiados, avaliados quanto ao escore
de severidade da hemorragia pleural proposto por Silva (2005), adaptado de
Braun et al. (1999), oito ovinos (8/20 - 40%) apresentaram escore 1, seis (6/20
- 30%) apresentaram escore 2 e outros seis animais (6/20 - 30%) apresentaram
escore 3. Ao exame macroscopico dos pulmdes foram observados petéquias e
enfisema ao redor da ferida da biopsia, presentes em quatro (4/20 - 20%) e

cinco (5/20 - 25%) ovinos, respectivamente. Dois animais, mais precisamente
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0s que demonstraram forte resisténcia durante a execucdo da biopsia,
apresentaram uma ferida linear de aproximadamente 12 mm e 14 mm,
respectivamente, na face costal do pulméo direito na regido basal do lobo
diafragmatico. No pulmé&o de dois ovinos foi observado sinais de que a agulha
de biopsia havia transpassado o lobo diafragmatico.

Os fragmentos teciduais obtidos através da biopsia variaram de
4 a 17 mm de comprimento (MED = 10 mm). Das 20 amostras obtidas 18
(18/20 — 90%) eram de tecido pulmonar e duas (2/20 — 10%) eram de tecido
hepético. Todas as amostras de pulmao (18/18 — 100%) estavam adequadas
para analise histopatologica por apresentarem arquitetura pulmonar
preservada. Quatorze amostras (14/18 — 78%) foram consideradas ideais para
avaliagdo histologica, pois foi possivel observar bronquiolos primérios,
terminais e respiratorios, ductos e sacos alveolares bem como alvéolos
isolados. Em 4 amostras (4/18 — 22%) n&o foi possivel encontrar bronquiolos,
estando ausentes inclusive os bronquiolos terminais. Nestas laminas estavam
presentes apenas ductos e sacos alveolares e alvéolos isolados e por isso
foram classificadas apenas como boas para uma avaliacdo histolégica. Duas
amostras (2/18 — 11%) apresentaram infiltrado inflamatério misto discreto,
composto por mononucleares e neutréfilos. Dois fragmentos (2/18 — 11%)
teciduais apresentaram focos hemorragicos isolados (Figura 1).

Um dos fragmentos pulmonares (1/18 — 5%) apresentou aumento da
celularidade do intersticio e consequente espessamento, com infiltrado
inflamatdrio misto moderado, composto por mononucleares e eosinéfilos, além
de focos hemorragicos. A luz bronquiolar mostrou-se diminuida, com presenca
de debris celulares. A pleura, observada em uma das extremidades da bidpsia,
exibiu espessamento. Esses achados sdo compativeis com o diagnéstico de
pneumonia intersticial cronica (Figura 1).

Todas as amostras de pulméao obtidas (18/18 — 100%) mostraram areas
atelectasicas nas extremidades e duas amostras (2/18 — 11%) apresentaram
também esmagamento tecidual com comprometimento de parte da area
amostrada, todavia nenhuma dessas alteragbes comprometeu a avaliagdo
morfolégica. Em cinco casos (5/18 — 28%), além de pulmao, também foram
observados fragmentos de pele, muasculo esquelético, figado ou tecido

conjuntivo de origem indeterminada.
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A qualidade dos cortes histolégicos pulmonares obtidos foram avaliados
segundo o escore adaptado de Hopper et al. (1993), que considera os graus
zero, um e dois qualitativamente. Levando em conta a adequacao tecidual,
todas as amostras (18/18 -100%) apresentaram escore 2; com relacdo a
preservacao tecidual, duas amostras (2/18 — 11%) apresentaram escore 1 e, 16
amostras (16/8 — 89%) obtiveram escore 2; analisando a presenca de artefatos,
em todas as laminas confeccionadas (18/18 — 100%) verificou-se escore 1.

Os resultados para as variaveis SOD, GSH-t, GSH-Px e TBARS obtidos
a partir do hemolisado de hemacias de ovinos submetidos a biopsia pulmonar
antes e trinta minutos apés o procedimento encontram-se resumidos na Tabela
1 e Figuras 2 a 5 (vide também Anexos 2 e 3).

Trinta minutos apds a biopsia pulmonar, houve reducéo estatisticamente
significativa nas atividades de SOD e de GSH-Px em hemacias (p<0,05). Nao
foi verificada alteragdo significativa nas concentracbes de GSH-t e de TBARS

em hemacias ap0s o procedimento.
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FIGURA 1: Fotomicrografia de cortes histolégicos em pulméo de ovino. A.
visdo panoramica de um fragmento pulmonar mostrando a organizagao tecidual
(H & E, 40x); B e C. organizacao tecidual pulmonar: bronquiolos primérios e
terminais, ductos e sacos alveolares e alvéolos isolados (H & E, 40x e 100x,
respectivamente); D. pneumonia intersticial cronica: aumento da celularidade,
edema, infiltrado inflamatdério misto moderado, composto por mononucleares e

eosinofilos, além de focos hemorragicos (H & E, 400x);
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TABELA 1: Representacdo dos resultados estatisticos descritivos das
variaveis Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Total (GSH-t), Glutationa
Peroxidase (GSH-Px) e Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

em hemacias de ovinos antes e 30 minutos apds a biopsia pulmonar.

p . < : DESVIO
VARIAVEIS MEDIA MEDIANA MAXIMO  MINIMO PADRAO
SOD* 1841,778 1682,294 3202,557 373,729 623,621
GSH-t 33,895 29,108 75,158 19,041 15,325
Antes da
Biopsia
GSH-Px* 0,819 0,745 1,829 0,392 0,397
TBARS 262,167 252,925 482,858 107,501 110,510
SOD* 1195,937 1072,720 4325,789 537,458 750,333
_ 30 GSH-t 33,124 28,443 70,566 21,278 13,703
Minutos
Apés a
Biopsia GSH-Px* 0,510 0,376 2,454 0,269 0,491

TBARS 221,978 213,024 423,284 80,626 77,370

* Significativos ao Teste Nao-paramétrico de Wilcoxon, considerando p < 0,05.

Analise estatistica:

VARIAVEIS ESTATISTICA COMENTARIO
SoD P = 0,006 AB > DB
GSH-Px P =0,001 AB > DB
GSH-t P =0,940 AB = DB
TBARS P=0,135 AB = DB

AB: antes da biopsia
DB: 30 minutos apds a biopsia



Concentragdo de GSH-Px (Ul /gHb) no hemolisado

Concentracdo de SOD (Ul /mgHb) no hemolisado

GRAFICO 1: Mediana e valores M&ximo e Minimo da variavel Superéxido Dismutase
(SOD) em hemécias de ovinos antes da biopsia pulmonar e 30 minutos apés o
procedimento.
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GRAFICO 2: Mediana e valores Maximo e Minimo da varidvel Glutationa Peroxidase
(GSH-Px) em heméacias de ovinos antes da biopsia e 30 minutos ap6s o procedimento.
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Concentragdo de GSH-t (uM /gHb) no hemolisado
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GRAFICO 3: Mediana e valores Maximo e Minimo da variavel Glutationa Total (GSH-t)
em hemacias de ovinos antes da biopsia e 30 minutos apés o procedimento.
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GRAFICO 4: Mediana e valores M&ximo e Minimo da variavel Substancias Reativas ao
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6. DISCUSSAO

A biopsia pulmonar percuténea realizada com agulhas lancetantes
demorou para ganhar aceitacdo, mas o0 avan¢o nas técnicas de biopsia,
melhorias nas agulhas e a possibilidade de lidar melhor com as complicacfes
decorrentes da técnica contribuiram para o aumento da popularidade desta util
ferramenta de auxilio diagnéstico. Neste estudo, as biopsias pulmonares foram
conduzidas as cegas de forma que houvesse maxima probabilidade de se
conseguir amostras de tecido viadveis para um diagndstico histolégico quando
fosse aplicada em ovinos com doenga pulmonar difusa. Se o objetivo do
procedimento for obter fragmentos teciduais de lesdes localizadas, a biopsia
pulmonar deve ser preferencialmente, guiada por ultra-som ou radiografias,
como ja relatado por outros autores (WOOD et al., 1998; BRAUN et al., 2000).

Foram necessarias em média 1,8 tentativas até a obtencdo de um
fragmento de tecido viavel para analise histol6gica. Outros autores relatam
resultados semelhantes, com média de 1,2 para Braun et al. (2000) que
também utilizaram uma agulha semi-automéatica em ovinos, e de 1,3 para
Hamarati (1995) que utilizou um dispositivo automatico em humanos. Porém,
nestes dois casos as biopsias ndo foram realizadas as cegas. A execucdo da
biopsia pulmonar as cegas aumenta o risco de complicacdes como puncao
equivocada de outros 6rgados, lesdes de grandes vasos e morte em
conseqiiéncia de hemorragias. No presente estudo foram necessarias poucas
perfuracbes para a obtencdo de amostras de tecido viaveis para um exame
histolégico e ndo foram observadas complicacdes graves em decorréncia da
técnica, indicando que, nestas condicbes, 0 7° espaco intercostal € um bom
acesso para a cavidade toracica em ovinos, especialmente quando se pretende
obter amostras do lobo diafragmatico.

Segundo Moore (2005) e Braun et al.(1999) as reacGes de desconforto e
dor ocorrem durante a perfuracdo da pleura parietal e ndo durante a coleta do
tecido pulmonar. Por isso, a perfuracdo da pleura deve ser bem répida para
eliminar a possibilidade de que qualquer movimento repentino desvie a
trajetéria da agulha ou entdo que sua ponta cortante lese a pleura antes da
colheita de tecido pulmonar. Dois animais deste estudo demonstraram forte

resisténcia a técnica, com reacbes semelhantes as relatadas em bovinos por
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Braun et al. (1999), principalmente no momento da perfuracdo da pleura. Ao
exame pos mortem pbdde-se observar perfuracdes lineares de até 14 mm nos
pulmdes desses ovinos. Embora estivessem anestesiados, € possivel que o
volume da droga injetado tenha sido insuficiente para uma adequada anestesia
da pleura parietal, e que o aumento na quantidade de anestésico administrado
possa reduzir a dor desta perfuragdo, como ja foi relatado para equinos
(RAPHAEL e GUNSON, 1981) e bovinos (BRAUN et al., 1999). Outra opcéo
para evitar reacdes bruscas dos animais que possam atrapalhar o bom
andamento da técnica seria 0 uso de sedativos. Contudo, antes da indicacéo
deste tipo de farmaco € necessaria uma avaliagdo minuciosa da funcao
pulmonar dos animais, geralmente comprometida em casos de doenca
respiratoria grave.

As alteracbes observadas ao exame clinico conduzido ap6s a biopsia
pulmonar estdo de acordo com as descri¢cdes prévias da literatura (RAPHEL e
GUNSON 1981; SAVAGE et al.,, 1998; BRAUN et al., 1999; BRAUN et al.,
2000; SILVA, 2005). O aumento das frequéncias cardiaca e respiratéria,
observadas em alguns animais, deve ter ocorrido em conseqiiéncia ao estresse
da contencdo e da realizacdo do procedimento, visto que esses parametros
voltaram a normalidade dentro de poucos minutos apés a realizacdo da
biopsia.

Com relacdo ao exame do aparelho respiratério, a elevacdo do ruido
broncobronquiolar provavelmente ocorreu em decorréncia do esforgo fisico de
alguns animais ao resistirem a execucdo da biopsia. A dispnéia inspiratoria,
observada em dois animais, poderia ser resultado da agressdo da agulha ao
tecido pulmonar, o que pode determinar um sangramento no parénquima
pulmonar (RADOSTITS et al.,, 2002). Entretanto, nenhum dos animais que
apresentaram dispnéia inspiratéria apds o procedimento apresentou focos
hemorragicos na avaliacdo histolégica da amostra obtida. Por outro lado, uma
hemorragia focal, como foi observado, ndo seria suficiente para causar
alteracdo no padrao respiratorio. Pode-se deduzir que a biopsia ndo determina
grande modificacdo na estrutura pulmonar, mas que o ato de contencdo
associado com a dor consequente a perfuracao pleural poderia levar & dispnéia
inspiratéria observada nesses dois animais. Se esses dois ovinos

apresentassem problema decorrente da lesdo provocada pela biopsia
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provavelmente haveria manutencdo da dificuldade respiratoria, o que nao foi
observado ja que todos o0s animais voltaram ao seu padrdo respiratorio normal
em aproximadamente quinze minutos ap6s o procedimento, indicando a
seguranca da técnica.

A auscultacao pulmonar do sitio da biopsia revelou, em dois animais, um
ruido semelhante a vazamento de ar (sopro). Este tipo de ruido provavelmente
ocorreu pela perfuracdo da pleura visceral e do tecido pulmonar subjacente
com saida de ar para a cavidade pleural, ja que esses animais foram os que
apresentaram maior resisténcia ao procedimento. A entrada de ar na cavidade
pleural pode levar a um pneumotérax, se a capacidade de absorcéo pleural for
ultrapassada (PORTO, 1991). Como nédo foi feito diagnodstico por
acompanhamento radiogréafico (BRAUN et al. 1999; VENNER et al., 2006) ou
por uma auscultacdo seriada algumas horas apés a biopsia, ja que os animais
precisavam ser abatidos, o pneumotdrax ndo pode ser constatado.

O motivo para o colapso momentaneo ocorrido logo apds a biopsia
pulmonar em um dos animais néo foi determinado, embora reacfes como essa
ja tenha sido relatada por outros autores em bovinos, também sem causa
aparente (BRAUN et al., 1999). Contrariando observacdes de outros autores
gue apontam a hemoptise e a epistaxe como complicages normalmente
associadas a biopsia pulmonar (RAPHEL e GUNSON, 1981; SAVAGE et al.,
1998; DeBERRY et al., 2002; SILVA, 2005; VENNER et al., 2006), ndo foram
observados nesta pesquisa sinais de sangramento em nenhum dos animais
apos o procedimento. Entretanto, Venner et al. (2006) relatam que indicios de
hemorragia sédo geralmente evidenciados apds endoscopia, mesmo em animais
gue ndo apresentaram sinais aparentes de sangramento. Neste estudo, o
exame pos mortem ndo revelou estrias de sangue ou codgulos no trato
respiratério de nenhum dos animais, 0 que elimina as chances de que
hemorragias de grande porte tenham realmente ocorrido. Contudo, foram
observadas petéquias proximas ao local da puncdo nos pulmdes de dois
ovinos, indicando que pequenas hemorragias no parénquima pulmonar sem
importancia clinica ocorreram em consequéncia da biopsia, como ja observado
por outros autores (ROY e LAVOIE, 2003).

As hemorragias de pleura visceral ocorreram em todos os ovinos, sendo

semelhantes as previamente relatadas em outros estudos (BRAUN et al., 1999;
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BRAUN et al., 2000; SILVA, 2005; VENNER et al., 2006). Essas hemorragias
foram agrupadas de acordo com o escore atribuido a area total das lesbes. O
escore de lesdo adotado para a biopsia neste estudo foi inferior aos resultados
descritos por Silva (2005) e superiores aos de Braun et al. (1999). Silva (2005)
trabalhou com uma agulha de biopsia de grosso calibre, o que provavelmente
ocasionou maior dano tecidual que a agulha de médio calibre utilizada no
presente trabalho. Braun et al. (1999), por sua vez, determinou 0 escore da
lesdo 10 dias ap6s a realizacdo da biopsia, havendo, dessa forma, tempo habil
para reparagdo tecidual. As feridas lineares de até 14 mm observadas no
parénquima pulmonar de dois ovinos ocorreram provavelmente em
consequéncia da agitacdo demonstrada por esses animais no momento da
biopsia.

Os tamanhos dos fragmentos teciduais obtidos neste estudo estdo de
acordo com as descri¢cfes prévias da literatura (BRAUN et al., 1999; BRAUN et
al.,, 2000; SILVA, 2005). A técnica empregada permitiu a avaliagcdo da
arquitetura tecidual pulmonar. Uma biopsia é considerada representativa
guando séao visualizadas unidades funcionais do tecido amostrado (NAYLOR et
al., 1992). Neste estudo foi possivel observar em aproximadamente 80% das
amostras obtidas, bronquiolos primarios, terminais e respiratérios, ductos e
sacos alveolares, bem como alvéolos isolados. Resultados semelhantes
também foram observados em equinos (RAPHEL e GUNSON, 1981; VENNER,
2006), bovinos (DUNGWORTH e HOARE, 1970; BRAUN et al., 1999) e ovinos
(BRAUN et al., 2000). N&o foi possivel verificar a presenca de brénquios nas
amostras obtidas devido a provavel auséncia dessas estruturas no local onde
foi realizada grande parte das puncdes, a porcéo basal do lobo diafragmatico.

Duas amostras apresentaram perfil histolégico compativel com processo
inflamatério muito discreto, composto por mononucleares e neutréfilos. Uma
possivel explicacdo para esse achado € que, se estes animais realmente
apresentavam doenca respiratdria, o processo ainda estava muito incipiente
para ser detectado ao exame clinico. Como os animais desta espécie, devido
as condicbes de manejo a que sdo submetidos, vivem constantemente
expostos a fatores de risco, é aceitavel que achados como este ocorram

quando se realiza biopsia pulmonar. Os focos hemorrdgicos encontrados em
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duas laminas foram conseqiientes ao trauma tecidual provocado pela agulha
de biopsia (RAPHEL e GUNSON, 1981).

Um dos animais apresentou perfil histolégico de pneumonia intersticial
cronica, entretanto, ao exame clinico ndo foram observadas alteracdes
compativeis com o quadro apresentado. Isto provavelmente ocorreu por que as
partes ndo afetadas do pulmdo compensaram a insuficiéncia funcional das
areas lesionadas, fazendo com que o animal se mantivesse clinicamente
estavel.

Artefatos iatrogénicos estavam presentes em todas as biopsias. O mais
comum foram as areas de atelectasia presentes nas bordas teciduais. Este tipo
de artefato dificulta a avaliagdo histol6gica e geralmente ocorre em fungéo do
trauma tecidual ocorrido (RAPHEL e GUNSON, 1981). A presenca de outros
tecidos compactos junto as amostras de tecido pulmonar, observadas neste
estudo (5/18), também foi descrita por outros autores (RAPHEL e GUNSON,
1981; BRAUN et al., 2000). A desvantagem de se encontrar tecidos macicos
junto ao pulméo é que o parénguima pulmonar, por ser menos compacto, tende
a colapsar e ficar comprimido entre esses tecidos mais densos (RAPHEL e
GUNSON, 1981).

A biopsia acidental do figado ocorreu duas vezes neste estudo. Outros
autores ja relataram puncdo de musculos intercostais (VENNER et al., 2006),
intestino (SAVAGE et al., 1998) e figado (FOROUDI et al., 1995; VENNER et
al., 2006). Segundo Smith (1994), a agulha de biopsia deve avancar cerca de 2
cm no interior do parénquima pulmonar para que seja obtida uma amostra
satisfatéria de tecido pulmonar. Harrison et al. (1984) defendem que a
penetracdo maxima da agulha no interior dos pulmdes deve ser de 3 cm ou 4
cm. Neste estudo a biopsia foi realizada segundo a técnica de Finn-Bodner &
Hathcock (1993) e Braun et al. (1999) para bovinos adultos. A indicacdo desses
autores é de que a agulha penetre no maximo 8 cm no interior da cavidade
toracica a partir de incisdo na pele do animal. Silva (2005) executou a mesma
técnica em bezerros, obtendo sucesso. Durante as coletas ndo foram feitas
mensuragdes para saber com exatiddo quantos centimetros a agulha de
biopsia penetrou a cavidade toracica, apenas foi feita uma marcacdo na agulha
para assegurar que esta nao penetrasse mais que 8 cm. Apesar da técnica ter

sido conduzida com sucesso em 18 das 20 tentativas realizadas neste estudo,
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ficou evidente a necessidade de padronizacao da profundidade de penetracao
da agulha na cavidade toracica na espécie ovina, evitando assim a puncéo
equivocada de outros 6rgaos.

Além da seguranga da biopsia pulmonar, o presente estudo investigou o
efeito do procedimento sobre o metabolismo oxidativo, utilizando marcadores
bioquimicos, dos eritrocitos de ovinos clinicamente sadios antes e 30 minutos
apos a biopsia pulmonar.

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo ocorre quando ha
desequilibrio entre a producdo de EROs e a presenca dos agentes
antioxidantes (KIRSCHIVINK e LEUKEUX, 2005; VALKO et al., 2007). Na
tentativa de conter e minimizar os efeitos do estresse oxidativo, inicialmente, a
SOD catalisa a reagdo de dismutagdo do O, em HO, e oxigénio (Oz). A
producdo do H,O; por sua vez é neutralizada pela acdo da CAT e/ou por uma
sucessao de reagbes mediadas pelas glutationas, denominado ciclo redutor
das glutationas. Neste ciclo o H,O, é reduzido por acdo da GSH-Px, que utiliza
a GSH como substrato doador de elétron, transformando-a em GSSG. Uma
vez oxidada, a GSSG € convertida novamente em GSH pela agdo da GSH-Rd.
O ciclo redutor das glutationas € também o principal mecanismo de remocao
dos lipoperdxidos oriundos das reacbes de lipoperoxidacdo (KINNULA e
CAPRO, 2003; ANDRADE JUNIOR et al., 2005; KINULLA, 2005).

O O liberado em consequéncia da biopsia pulmonar acarretou uma
reducdo nos valores da SOD 30 minutos ap6s o procedimento. Como esta
enzima representa a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo, a sua
atividade enzimética alterou-se na tentativa de neutralizar os efeitos deletérios
deste radical.

Em func¢éo da variagdo na concentragdo de H,O, provocada pela acéo
da SOD, a atividade enzimética da GSH-Px também se alterou, indicando que
houve ativacdo do ciclo redutor da glutationa. Contudo, apesar da diminuicédo
na atividade enzimatica da GSH-Px, a GSH-t permaneceu inalterada mesmo
apos o procedimento, demonstrando que o estresse oxidativo induzido pela
biopsia pulmonar foi contido por acédo das glutationas. Cabe ressaltar também
gue a manutenc¢ao dos niveis de GSH-t se deve ao fato de que a glutationa em
maior concentracdo na maioria das células, inclusive nos eritrocitos de

mamiferos, esta sob a forma reduzida (GSH). A deplecéo dos niveis de GSH

41



pode ocorrer diretamente, por conjugacdo com radicais livres e, indiretamente
por inibidores da sua sintese e regeneracdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). Como o consumo de GSH provavelmente ocorreu apenas por sua
propriedade antioxidante, a permanéncia de altas concentragbes de GSH nos
eritrocitos contribuiu para a manutengédo dos niveis de GSH-t mesmo apés a
biopsia pulmonar. Aliado a isso, a manutencdo dos valores de GSH-t pode ter
ocorrido também em funcado do aumento compensatério na producao de GSH
por outros 6rgaos, como o figado, na tentativa de ajudar o organismo a
combater o aumento na producédo das EROs (MACHEFER et al., 2004).

O MDA é um dos principais marcadores da peroxidacdo lipidica e
através dele sdao mensuradas as TBARS. O acréscimo na concentracao
sanguinea dessas espécies estd relacionado ao aumento da peroxidagéo
lipidica e dano oxidativo (DRAPER e HADLEY, 1990). Neste contexto, 0s
dados deste experimento revelam que a biopsia pulmonar transtoracica
percutanea nao induziu a peroxidacao lipidica, confirmado pela ndo alteracéo
dos valores de TBARS nas hemacias dos animais 30 minutos apds o
procedimento.

As reac0Oes inflamatérias locais sdo caracterizadas por aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, dilatacdo dos vasos e acumulo de
células do processo inflamatério. As principais células envolvidas na fase
aguda da inflamacdo sdo os neutréfilos, enquanto que, na fase tardia,
mondcitos/macréfagos e algumas linhagens de linfécitos migram para o sitio
inflamatdrio. Essas células produzem EROs durante a explosdo respiratoria
como reacdo aos estimulos fagociticos. Além disso, varios aspectos do
processo inflamatdrio séo regulados por mediadores produzidos por células do
sistema imune e células endoteliais, como citocinas, histamina, leucotrienos,
prostaglandinas e, também, EROs (HUERRE e GOUNON, 1996).

A atividade das enzimas SOD, GSH-Px e CAT é comumente utilizada
para avaliar a capacidade de defesa do organismo contra a acdo das EROs.
Alguns autores sugerem que o aumento da producdo de citocinas durante a
fase inicial do processo inflamatério est4d associado com a atividade
prejudicada das enzimas SOD, GSH-Px e CAT, o que resulta em aumento do
estresse oxidativo e dano celular local, verificado pelo incremento da apoptose

celular (LINKE et al. 2005). A agresséo fisica tecidual ocorrida durante a
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introducdo da agulha de biopsia deflagrou a resposta inflamatéria e a liberacdo
de mediadores quimicos, exacerbando a mesma nos momentos que se
seguiram. Essa seqiiéncia de eventos culminou em dano oxidativo refletido na
diminuicdo nos niveis de SOD e GSH-Px no sangue dos animais, evidenciada
30 minutos ap0s o procedimento.

Segundo MCINTYRE et al. (1997), a extens&o dos eventos inflamatorios
e das injarias eventualmente provocadas por eles esta diretamente relacionada
a intensidade do estimulo inicial e aos mecanismos imunol6égicos que sdo
ativados durante o processo. Como o estresse oxidativo induzido pela biopsia
pulmonar foi aparentemente contido pelo ciclo redutor das glutationas e nao
houve sinais de peroxidacdo lipidica até 30 minutos apés a execucdo do
procedimento, dentro deste contexto, os resultados deste estudo nos levam a
crer que a biopsia pulmonar transtoracica percutdnea € um exame seguro,
podendo ser amplamente utilizada na rotina veterinaria.

Alguns autores defendem que, para uma melhor interpretacdo dos
resultados de estudos que envolvem estresse oxidativo, outros fatores tais
como o tipo de marcador utilizado, a metodologia empregada, o tecido
estudado e, principalmente, o momento no qual o marcador foi investigado,
sejam criteriosamente considerados (WITT et al., 1992; VOLLARD et al., 2005).
Panza (2007) trabalhou com humanos submetidos a exercicio intenso e néo
observou alteragdes nos niveis de TBARS no sangue de humanos até 15
minutos apds esfor¢o. Goldfarb et al. (2005), ao submeter humanos ao
exercicio fisico intenso, s6 verificaram aumento na concentragédo plasmética de
MDA 48h ap0s a realizagdo de um protocolo de exercicio intenso. Portanto, o
fato de que sinais de peroxidacao lipidica ndo tenham sido observados, com
base no marcador utilizado, até 30 minutos apd6s a biopsia pulmonar, ndo exclui
a possibilidade de que a peroxidacéo lipidica tenha ocorrido em outro momento
durante a recuperacao dos animais.

O mesmo pode ser considerado para os agentes antioxidantes. Existe a
possibilidade de mudancas transitorias e bifasicas na atividade enzimatica
(DNEKE e FANBURG, 1989; MILLS e HIGGNS, 1997; DAMASCENO et al.,
2002), evidenciada por um decréscimo inicial por consumo das enzimas

antioxidantes viaveis, seguido por elevacao devido a mobilizagdo dos estoques
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em outros 6rgdos, como mecanismo compensatério a constante exposicdo ao
estresse oxidativo aumentado.

Com base nessa conjectura, talvez uma avaliagdo seriada e mais
duradoura das atividades enzimaticas de SOD e de GSH-Px e das
concentracbes de GSH-t e de TBARS revelasse alteragbes compativeis com
estresse oxidativo mais intenso e peroxidagéo lipidica ainda ocultos 30 minutos

apos o procedimento.

7. CONCLUSAO

Conforme os resultados demonstrados neste trabalho e com a metodologia

utilizada podemos concluir:

e A biopsia pulmonar transtoracica percutanea mostrou-se um método de
diagnostico complementar seguro para obtencao de amostra de tecido

pulmonar.

e A biopsia pulmonar transtoracica percutanea permite a obtencdo de
fragmentos pulmonares adequados para o exame histopatolégico, com

visualizacao de estruturas pulmonares integras.

e O acesso ao pulmao através do sétimo espaco intercostal direito, 5 cm
acima do olecrano, mostrou-se adequado para a obtencdo de amostras

pulmonares em cordeiros sadios.

e A biopsia pulmonar transtoricica percutanea ndo causou alteracbes
significativas no metabolismo oxidativo, medido por determinacdo de
SOD, GSH-Px, GSH-t e TBARS, podendo ser amplamente utilizada em
ovinos sem que ocorram danos teciduais expressivos até 30 minutos

apos o procedimento.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Plano de exame clinico dos ovinos.
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Identificacéo:
Raca: | Sexo: [ Idade | Escore corporal:
Proprietario:
Endereco:
Telefone:
Anamnese:
Alimentacdo e Mineralizacéo:
Parametros vitais: FC: bpm |FR: mpm | Temp: °C
Atitude: Mucosas: | Linfonodos: | Estado Nutricional:
Sistema Respiratdrio:
Inspecéo:
Muflo: * normal * ressecado
Narinas: « NDN [J hiperémicas
Secregado e ausente * presente O unilateral 0 bilateral
TOoT ASpETIo odor
Ar expirado * unilateral * bilateral
e normal  diminuido
Laringe: « NDN * hiperémica « paralisia
Traquéia: * NDN * crepitacao
Reflexo da Tosse: * negativo * positivo » tosse seca
« tosse produtiva
Pulmao: Tipo respiratorio: e eupnéia « dispnéia « inspiratoria
 expiratoria
* mista
Postura: * normal « ortopneica
Auscultagéo: Crepitagéo fina e ausente « lado direito « lado esquerdo
 presente
] 1
Crepitacéo grossa e ausente « lado direito « lado esquerdo
 presente
Ronco * ausente * presente
Sibilo e ausente « lado djreito « lado esquerdo
* presente
1 A1
Som traqueo- * NDN « lado djreito « lado esquerdo
brénquico * aumentado
] A1
Som bronquio- « NDN « lado direito « lado esquerdo
bronquiolar e aumentado
1
Propagacéo cardiaca |« NDN « lado direitg « lado esquerdo
« aumentado
1 1
Area de siléncio: Opresente 0 lado direito O lado esquerdo
Dausente
Roce Pleural 0 presente U lado direito U lado esquerdo
0 ausente
Percussao: - claro * sub-macico O lado direito [ lado esquerdo
[ timpéanico [ metélico

Observacdes:
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Anexo 3: Figuras 6 a 9.

Concentragdo de SOD (Ul /mgHb) no hemolisado

FIGURA 6: Concentra¢des de SOD em hemacias de ovinos antes da biopsia e 30
minutos ap6s o procedimento.
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O Antes da Biopsia B30 Minutos Apés a Biopsia

FIGURA 7: Concentragbes de GSH-Px em hemacias de ovinos antes da biopsia
pulmonar e 30 minutos apos o procedimento.
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FIGURA 8: Concentragfes de GSH-t em heméacias de ovinos antes da biopsia
pulmonar e 30 minutos apo6s o procedimento.
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FIGURA 9: Concentracdes de TBARS em hemacias de ovinos antes da biopsia
pulmonar e 30 minutos apés o procedimento.
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It was analyzed the results and complications arising from the use of the
percutaneous transthoracic lung biopsy technique in 20 clinically healthy sheep. The
animals were subjected to clinical examination followed by lung biopsy with a semi-
automatic needle in the 7th intercostal space right, 5 cm above the elbow. It was
evaluated the number of attempts to implement the procedure and size of the
fragments. The samples were evaluated histologically. After the slaughter, a post
mortem examination assessed the technical complications and possible injuries.
Among all animals underwent biopsy only two did not tolerate the technique. Were
obtained Lung fragments from 4 mm to 7 mm and it were required on average 1,8
attempts. The main changes related to the procedure were: cough, labored
breathing, increased heart and breathing rate and increased broncobronquiolar
noise. The post-mortem examination revealed bleeding of the intercostal muscles
and visceral pleura of various sizes in all lambs, and a wound up to 14 mm in the
lung of two animals that did not tolerate the procedure. From 20 attempts to
implement the technique, 18 were successful, while in two of them the liver was
mistakenly punctured. Samples of lung tissue were representative. It was possible to
visualize intact structures, including bronchioles and alveoli. In conclusion the lung
biopsy is safe and effective for obtaining lung samples for the purpose of histological

diagnosis.

INDEX TERMS: Sheep, lung biopsy, auxiliary tests, lung.

RESUMO. - Foram analisados os resultados e complicagbes decorrentes do

emprego da técnica de biopsia pulmonar transtoracica percutanea em 20 ovinos
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clinicamente sadios. Os animais foram submetidos ao exame clinico seguido da
biopsia com agulha semi-automatica no 7° espaco intercostal direito, 5 cm acima do
olécrano. Foram analisados o numero de tentativas para a execucdo do
procedimento e o tamanho dos fragmentos. As amostras obtidas foram avaliadas
histologicamente. Posteriormente ao abate, foi realizado o exame pos mortem para
avaliagdo de complicacdes da técnica e das eventuais lesBes provocadas. Entre
todos o0s animais submetidos a biopsia apenas dois demonstraram resisténcia a
técnica, sendo obtidos fragmentos pulmonares entre 4mm a 7 mm, com média de
1,8 + 1 tentativas por fragmento. As principais alteracdes relacionadas a técnica
foram tosse, dispnéia inspiratoria, elevacdo das frequéncias cardiaca e respiratéria e
aumento do ruido broncobronquiolar. Ao exame pos mortem observou-se
hemorragia dos musculos intercostais e pleura visceral em todos os animais. Das 20
tentativas de execucao da técnica, 18 obtiveram sucesso, enquanto que em duas o
figado foi equivocadamente puncionado. As amostras de tecido pulmonar foram
consideradas representativas, pois foi possivel a visualizacdo de estruturas integras,
incluindo bronquiolos e alvéolos. Podemos concluir que a biopsia pulmonar é segura

e eficaz para obtencdo amostras pulmonares com fins de diagndstico histologico.

TERMOS DE INDEXACAO: Ovinos, biopsia pulmonar, exame complementar,

pulméo.
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INTRODUCAO

As doencas que afetam o trato respiratério inferior sdo consideradas a
principal causa de perda na ovinocultura moderna (Dohoo et al., 1985; Martin, 1996;
Cutlip et al., 1998), sendo responsaveis por 10 a 40% das mortes em animais
adultos (Vieira et al., 1993) e por 17% das mortes durante o periodo perinatal (Rook
et al., 1990).

Apesar de ocorrerem com freqiiéncia em rebanhos ovinos, muitas vezes as
causas dessas enfermidades pulmonares ndo podem ser determinadas apenas com
a realizacdo de um exame clinico mais acurado, sendo necessarios outros recursos
diagndsticos para definir sua etiologia. Além disso, a necessidade de diagndstico
especifico das doencas pulmonares é uma imposicdo dos recursos terapéuticos
atuais.

A biépsia pulmonar é um procedimento diagnéstico invasivo, geralmente
utilizado quando outros procedimentos menos invasivos como radiografia, lavado
traqueobrénquico e/ou broncoalveolar, endoscopia e ultrassonografia ja foram
realizados sem uma definicdo diagnéstica, ou quando h& necessidade de um
diagnéstico rapido e preciso (Porto, 1991). A avaliacdo histoldgica de fragmentos
pulmonares obtidos através da biopsia é util para caracterizacdo de danos
superficiais e subpleurais e para diferenciar lesbes inflamatorias, alérgicas,
enfisematosas, edematosas e neoplasicas (Braun et al., 1999). Além disso, as
amostras de pulmdo podem ser submetidas a cultura de fungos e bactérias, bem

como testes de sensibilidade a antibidticos, dependendo da suspeita diagnéstica
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(Savage et al., 1998). Entretanto, poucos estudos relatando a seguranca e eficacia
da biopsia pulmonar em ovinos ja foram publicados.

O primeiro relato cientifico de biopsia pulmonar em ovinos foi de Pusterla e
colaboradores, em 1995, descrevendo a utilizacdo da técnica para a obtencédo de
fragmentos pulmonares de animais com adenomatose pulmonar. Em seguida houve
dois relatos de biopsia pulmonar aspirativa guiada por ultra-som (Braun et al., 1995;
Scott & Gessert, 1998) e outro de biopsia pulmonar lancetante guiada por ultra-som
(Braun et al., 2000).

O objetivo deste estudo € avaliar a seguranca da técnica de biopsia pulmonar
percutanea transtoracica as cegas e sua eficacia na obtencdo de amostras

adequadas que permita a analise histopatolégica do fragmento pulmonar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ovinos clinicamente sadios (13 da raga Santa Inés e 7
mesticos Santa Inés), 9 machos e 11 fémeas, com idade entre 150 e 190 dias
(média de 175 dias), pesando entre 23 e 44 Kg (média 32 Kg) e destinados ao
abate. Todos os animais foram submetidos ao exame clinico imediatamente antes e
apos a biopsia pulmonar, utilizando-se protocolo adotado por Viana (2003), e critério
clinico de Gongalves (2004). Os resultados foram anotados em fichas individuais.

O procedimento foi realizado com os animais em estacdo e contidos
manualmente com a ajuda de um assistente. O ponto de punc¢do para a biopsia
pulmonar foi demarcado no sétimo espaco intercostal do antimero lateral direito, 5

cm acima do olécrano. Esse ponto corresponde a posi¢do topogréafica do lobo
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diafragmatico do pulmé&o direito. A seguir foi feita tricotomia e antissepsia da pele
com solucéo de iodo povidine a 1%, seguido de anestesia local da pele do espaco
intercostal, tecido subcutaneo, musculos intercostais e pleura parietal, utilizando-se
5 ml de solugéo de lidocaina a 2%. Alguns minutos depois foi feita, com bisturi,
incisdo de aproximadamente 1 cm na pele e tecido subcutadneo, entre 0s espacos
intercostais. Uma agulha de biopsia do tipo semi-automética (BD 16 G X 15 cm;
Euromed Cateteres®) foi inserida, imediatamente cranial a costela, em angulo
vertical & superficie corporal, evitando-se 0s vasos e nervos intercostais.

Amostras do tecido pulmonar foram colhidas de acordo com Finn-Bodner &
Hathcock (1993) e Braun et al. (1999). Se nenhum fragmento do parénquima fosse
obtido apés a puncao, o procedimento seria repetido até que se conseguisse uma
amostra satisfatoria do tecido pulmonar. Foi analisado o numero de tentativas para a
execucdo do procedimento. Imediatamente apdés a puncdo, os fragmentos
pulmonares obtidos foram acondicionados em recipientes contendo formalina a 10%
e, posteriormente, desidratados em alcool, embebidos em parafina, seccionados e
corados com hematoxilina-eosina.

Nenhuma medicacdo foi administrada aos animais e nenhuma atengéo
especial foi dada ao sitio da biopsia, uma vez que todos os animais foram
submetidos ao abate logo apds o procedimento.

Apo6s serem abatidos, os animais foram analisados por inspecdo no exame
pos mortem para avaliacdo de complicagbes decorrentes da técnica. Hemorragias
na pleura visceral atribuidas a biopsia foram avaliadas segundo o escore de
gravidade da lesdo descrito por Silva (2005), adaptado de Braun et al. (1999)

(escore 1 = lesdo pleural com &rea até 4 mm?; escore 2 = lesdo pleural com &rea
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entre 4,1 e 25 mm?; escore 3 = lesdo pleural com &rea superior a 25,1 mm?). As
amostras de tecido pulmonar obtidas também foram submetidas ao exame
macroscoépico, avaliando-se o comprimento de cada fragmento tecidual.

A avaliagéo histologica dos fragmentos de biopsia foi realizada utilizando-se
microscopio binocular convencional. A qualidade dos cortes histoldgicos obtidos foi
avaliada segundo escore adaptado de Hopper et al. (1990) para: 1) adequacao
tecidual para o diagnéstico histopatologico (escore 0 = tecido insuficiente para
analise histopatolégica; escore 1 = tecido insuficiente para uma avaliacao
histopatologica adequada, mas €é possivel um diagnéstico altamente suspeito;
escore 2 = tecido suficiente para a avaliacdo histopatolégica); 2) Preservacao
Tecidual (escore 0 = pobre; escore 1 = intermediaria; escore 2 = boa); 3) Presenca
de Artefatos (escore 0 = intensa; escore 1 = intermediaria; escore 2 = sem presenca
de artefatos). Os achados histopatolégicos referentes as biopsias foram registrados
por fotomicrografia.

Os dados coletados foram expostos por meio de estatistica descritiva, através

de média, desvio padrao e percentual.

RESULTADOS

Pela técnica anteriormente descrita, fragmentos teciduais foram obtidos em
todos os animais submetidos ao procedimento (20/20 - 100%), sendo necessaria,
em média 1,8 + 1 tentativas. Das 20 biopsias realizadas, amostras de tecido foram
obtidas apd6s apenas uma tentativa em nove (9/20 - 45%) ocasibes, ap6s duas

tentativas em sete (7/20 - 35%), apoés trés tentativas em dois (2/20 - 10%) e, apds 4
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tentativas também em dois (2/20 - 10%) momentos. A agulha escolhida foi de facil
manipulacao e a técnica foi executada sem grandes dificuldades.

Treze animais (13/20 - 65%) toleraram bem a técnica de biopsia pulmonar
transtoracica percutanea, entretanto, alguns animais demonstraram certa resisténcia
durante o procedimento, vindo até a dificultar a coleta. Cinco (5/20 — 25%) animais
demonstraram suave esforco (berros, feicbes de medo e elevagdo das patas),
engquanto que dois (2/20 — 10%) animais apresentaram forte resisténcia (saltos e
tentativas de coices) a realizacdo da técnica.

Ao exame clinico, atitude geral e postura permaneceram inalteradas e a
temperatura retal ndo se elevou, permanecendo dentro dos valores de referéncia
para a espécie. Entretanto, as freqiiéncias cardiaca e respiratéria aumentaram em
14 (70%; Média (MED) = 122bpm) e 12 (60%; MED = 52mrp) animais,
respectivamente. Apesar disso, os parametros observados voltaram a normalidade
em aproximadamente 15 minutos apos a biopsia.

Com relacdo a alteragdes no aparelho respiratorio, foi observada tosse
espontanea em seis (6/20 - 30%) animais. Anormalidades no padrdo respiratorio
ocorreram em 3 (3/20 - 15%) ovinos, sendo que dois deles apresentaram dispnéia
inspiratéria e um animal apresentou expiracdo em dois tempos, 0 que geralmente é
caracteristico de dor. A auscultacdo pulmonar, foi observado aumento do ruido
broncobronquiolar no sitio da biopsia, em trés (3/20 - 15%) animais. Os dois ovinos
qgue demonstraram forte resisténcia a execucdo do procedimento apresentaram, a
auscultacdo pulmonar no local da biopsia, um som caracteristico de vazamento de
ar, exatamente sobre o local da puncdo, embora sem haver saida de ar para o

exterior.
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Um animal entrou em colapso imediatamente apo0s a realiza¢do da biopsia,
vindo a decubito. Este animal apresentou tosse, taquicardia, taquipnéia, intensa
dispnéia inspiratéria e posicionou-se em posicao ortopneica, demonstrando grande
dificuldade respiratoria. A auscultagdo pulmonar deste animal revelou aumento do
ruido broncobronquiolar por toda area dos pulmdes. Apesar disso, 0 animal levantou
em alguns minutos e ndo apresentou mais nenhuma anormalidade. Nenhum dos
animais apresentou hemoptise, epistaxe ou mesmo sinais clinicos compativeis com
hemotérax ou pneumotérax, complicacdes comumente associadas a biopsia
pulmonar.

Os animais foram abatidos, em média, trés horas apds a realizacéo da biopsia
pulmonar. No exame pos mortem observou-se que todas as punc¢fes estavam
localizadas no lobo diafragmatico. Das 20 biopsias realizadas, as alteracdes
encontradas na pleura parietal e musculos intercostais eram evidenciados como um
ponto em 12 carcacas (12/20 - 60%); em outras quatro (4/20 - 20%) as lesbes
tinham até 4 mm de comprimento; foram evidenciadas como grandes hematomas de
até 8mm X 10mm em quatro carcacas (4/20 - 20%). Todos os animais apresentaram
hemorragia de pleura, cuja area variou de 4 mm? a 40 mm% Dos 20 animais
biopsiados, avaliados quanto ao escore de severidade da hemorragia pleural
proposto por Silva (2005), adaptado de Braun et al. (1999), oito ovinos (8/20 - 40%)
apresentaram escore 1, seis (6/20 - 30%) apresentaram escore 2 e outros seis
animais (6/20 - 30%) apresentaram escore 3. Ao exame macroscopico dos pulmdes
foram observados petéquias e enfisema ao redor da ferida da biopsia, presentes em
quatro (4/20 - 20%) e cinco (5/20 - 25%) ovinos, respectivamente. Dois animais,

mais precisamente os que demonstraram forte resisténcia durante a execucédo da
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biopsia, apresentaram uma ferida linear de aproximadamente 12 mm e 14 mm,
respectivamente, na face costal do pulméo direito na regido basal do lobo
diafragmatico. No pulmé&o de dois ovinos foi observado sinais de que a agulha de
biopsia havia transpassado o lobo diafragmatico.

Os fragmentos teciduais obtidos através da biopsia variaram de
4 a 17 mm de comprimento (MED = 10 mm). Das 20 amostras obtidas 18 (18/20 —
90%) eram de tecido pulmonar e duas (2/20 — 10%) eram de tecido hepético. Todas
as amostras de pulmdo (18/18 - 100%) estavam adequadas para analise
histopatologica por apresentarem arquitetura pulmonar preservada. Quatorze
amostras (14/18 — 78%) foram consideradas ideais para avaliacao histolégica, pois
foi possivel observar bronquiolos primarios, terminais e respiratérios, ductos e sacos
alveolares bem como alvéolos isolados. Em 4 amostras (4/18 — 22%) nao foi
possivel encontrar bronquiolos, estando ausentes inclusive os bronquiolos terminais.
Nestas laminas estavam presentes apenas ductos e sacos alveolares e alvéolos
isolados e por isso foram classificadas apenas como boas para uma avaliacéo
histolégica. Duas amostras (2/18 — 11%) apresentaram infiltrado inflamatorio misto
discreto, composto por mononucleares e neutréfilos. Dois fragmentos (2/18 — 11%)
teciduais apresentaram focos hemorragicos isolados (Figura 1).

Um dos fragmentos pulmonares (1/18 — 5%) apresentou aumento da
celularidade do intersticio e conseqiente espessamento, com infiltrado inflamatorio
misto moderado, composto por mononucleares e eosindéfilos, além de focos
hemorragicos. A luz bronquiolar mostrou-se diminuida, com presenca de debris

celulares. A pleura, observada em uma das extremidades da bidpsia, exibiu
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espessamento. Esses achados sdo compativeis com o diagndstico de pneumonia
intersticial crénica (Figura 1).

Todas as amostras de pulmdo obtidas (18/18 — 100%) mostraram &reas
atelectasicas nas extremidades e duas amostras (2/18 — 11%) apresentaram
também esmagamento tecidual com comprometimento de parte da area amostrada,
todavia nenhuma dessas alteragdes comprometeu a avaliagdo morfolégica. Em
cinco casos (5/18 — 28%), além de pulméo, também foram observados fragmentos
de pele, musculo esquelético, figado ou tecido conjuntivo de origem indeterminada.

A qualidade dos cortes histolégicos pulmonares obtidos foram avaliados
segundo o escore adaptado de Hopper et al. (1993), que considera os graus zero,
um e dois qualitativamente. Levando em conta a adequacédo tecidual, todas as
amostras (18/18 -100%) apresentaram escore 2; com relacdo a preservacao
tecidual, duas amostras (2/18 — 11%) apresentaram escore 1 e, 16 amostras (16/8 —
89%) obtiveram escore 2; analisando a presenca de artefatos, em todas as laminas

confeccionadas (18/18 — 100%) verificou-se escore 1.

DISCUSSAO

A biopsia pulmonar percutanea realizada com agulhas lancetantes demorou
para ganhar aceitacdo, mas o0 avanco nas técnicas de biopsia, melhorias nas
agulhas e a possibilidade de lidar melhor com as complicacbes decorrentes da
técnica contribuiram para o aumento da popularidade desta util ferramenta de auxilio
diagnéstico. Neste estudo, as biopsias pulmonares foram conduzidas as cegas de

forma que houvesse maxima probabilidade de se conseguir amostras de tecido
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viaveis para um diagnostico histolégico quando fosse aplicada em ovinos com
doenca pulmonar difusa. Se o objetivo do procedimento for obter fragmentos
teciduais de lesbes localizadas, a biopsia pulmonar deve ser preferencialmente,
guiada por ultra-som ou radiografias, como ja relatado por outros autores (Wood et
al., 1998; Braun et al., 2000).

Foram necessarias em média 1,8 tentativas até a obtengéo de um fragmento
de tecido viavel para analise histologica. Outros autores relatam resultados
semelhantes, com média de 1,2 para Braun et al. (2000) que também utilizaram uma
agulha semi-automatica em ovinos, e de 1,3 para Hamarati (1995) que utilizou um
dispositivo automatico em humanos. Porém, nestes dois casos as biopsias ndo
foram realizadas as cegas. A execuc¢do da biopsia pulmonar as cegas aumenta o
risco de complicacbes como puncdo equivocada de outros o6rgdos, lesbes de
grandes vasos e morte em conseqiiéncia de hemorragias. No presente estudo foram
necessarias poucas perfuracdes para a obtencédo de amostras de tecido viaveis para
um exame histolégico e ndo foram observadas complicagdes graves em decorréncia
da técnica, indicando que, nestas condi¢gbes, o 7° espaco intercostal € um bom
acesso para a cavidade toracica em ovinos, especialmente quando se pretende
obter amostras do lobo diafragmatico.

Segundo Moore (2005) e Braun et al.(1999) as reacdes de desconforto e dor
ocorrem durante a perfuragdo da pleura parietal e ndo durante a coleta do tecido
pulmonar. Por isso, a perfuragdo da pleura deve ser bem rapida para eliminar a
possibilidade de que qualguer movimento repentino desvie a trajetdria da agulha ou
entdo que sua ponta cortante lese a pleura antes da colheita de tecido pulmonar.

Dois animais deste estudo demonstraram forte resisténcia a técnica, com reacdes
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semelhantes as relatadas em bovinos por Braun et al. (1999), principalmente no
momento da perfuracdo da pleura. Ao exame pos mortem pbde-se observar
perfuracBes lineares de até 14 mm nos pulmdes desses ovinos. Embora estivessem
anestesiados, € possivel que o volume da droga injetado tenha sido insuficiente para
uma adequada anestesia da pleura parietal, e que o0 aumento na quantidade de
anestésico administrado possa reduzir a dor desta perfuragdo, como ja foi relatado
para equinos (Raphel & Gunson, 1981) e bovinos (Braun et al., 1999). Outra op¢éo
para evitar reacdes bruscas dos animais que possam atrapalhar o bom andamento
da técnica seria 0 uso de sedativos. Contudo, antes da indicacdo deste tipo de
farmaco € necessaria uma avaliagdo minuciosa da fungdo pulmonar dos animais,
geralmente comprometida em casos de doenca respiratoria grave.

As alteracbes observadas ao exame clinico conduzido apdés a biopsia
pulmonar estdo de acordo com as descri¢cdes prévias da literatura (Raphel & Gunson
1981; Savage et al., 1998; Braun et al., 1999; Braun et al., 2000; Silva, 2005). O
aumento das freqiiéncias cardiaca e respiratoria, observadas em alguns animais,
deve ter ocorrido em consequiéncia ao estresse da contencdo e da realizacdo do
procedimento, visto que esses parametros voltaram a normalidade dentro de poucos
minutos apds a realizacao da biopsia.

Com relacdo ao exame do aparelho respiratorio, a elevacdo do ruido
broncobronquiolar provavelmente ocorreu em decorréncia do esforgco fisico de
alguns animais ao resistirem a execucdo da biopsia. A dispnéia inspiratoria,
observada em dois animais, poderia ser resultado da agressdo da agulha ao tecido
pulmonar, 0 que pode determinar um sangramento no parénquima pulmonar

(Radostits et al., 2002). Entretanto, nenhum dos animais que apresentaram dispnéia



7

inspiratéria apés o procedimento apresentou focos hemorragicos na avaliacdo
histolégica da amostra obtida. Por outro lado, uma hemorragia focal, como foi
observado, ndo seria suficiente para causar alteracdo no padrao respiratério. Pode-
se deduzir que a biopsia ndo determina grande modificacdo na estrutura pulmonar,
mas que o ato de contencédo associado com a dor consequente a perfuracao pleural
poderia levar a dispnéia inspiratéria observada nesses dois animais. Se esses dois
ovinos apresentassem problema decorrente da lesdo provocada pela biopsia
provavelmente haveria manutencdo da dificuldade respiratéria, o que nao foi
observado ja que todos os animais voltaram ao seu padrdo respiratério normal em
aproximadamente quinze minutos ap6s o procedimento, indicando a seguranca da
técnica.

A auscultacdo pulmonar do sitio da biopsia revelou, em dois animais, um
ruido semelhante a vazamento de ar (sopro). Este tipo de ruido provavelmente
ocorreu pela perfuracdo da pleura visceral e do tecido pulmonar subjacente com
saida de ar para a cavidade pleural, jA que esses animais foram o0s que
apresentaram maior resisténcia ao procedimento. A entrada de ar na cavidade
pleural pode levar a um pneumotérax, se a capacidade de absorcdo pleural for
ultrapassada (Porto, 1991). Como néo foi feito diagndstico por acompanhamento
radiografico (Braun et al. 1999; Venner et al., 2006) ou por uma auscultacdo seriada
algumas horas apo6s a biopsia, j& que o0s animais precisavam ser abatidos, o
pneumotorax ndo pode ser constatado.

O motivo para o colapso momentaneo ocorrido logo apds a biopsia pulmonar
em um dos animais ndo foi determinado, embora reagdes como essa ja tenha sido

relatada por outros autores em bovinos, também sem causa aparente (Braun et al.,
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1999). Contrariando observacdes de outros autores que apontam a hemoptise e a
epistaxe como complicacdes normalmente associadas a biopsia pulmonar (Raphel &
Gunson, 1981; Savage et al., 1998; DeBerry et al., 2002; Silva, 2005; Venner et al.,
2006), ndo foram observados nesta pesquisa sinais de sangramento em nenhum
dos animais apOs o procedimento. Entretanto, Venner et al. (2006) relatam que
indicios de hemorragia sdo geralmente evidenciados ap6s endoscopia, mesmo em
animais que nao apresentaram sinais aparentes de sangramento. Neste estudo, o
exame pos mortem nao revelou estrias de sangue ou coagulos no trato respiratéorio
de nenhum dos animais, 0 que elimina as chances de que hemorragias de grande
porte tenham realmente ocorrido. Contudo, foram observadas petéquias proximas ao
local da puncao nos pulmdes de dois ovinos, indicando que pequenas hemorragias
no parénquima pulmonar sem importancia clinica ocorreram em conseqiéncia da
biopsia, como ja observado por outros autores (Roy & Lavoie, 2003).

As hemorragias de pleura visceral ocorreram em todos o0s ovinos, sendo
semelhantes as previamente relatadas em outros estudos (Braun et al., 1999; Braun
et al., 2000; Silva, 2005; Venner et al., 2006). Essas hemorragias foram agrupadas
de acordo com o escore atribuido a area total das lesbes. O escore de lesdo
adotado para a biopsia neste estudo foi inferior aos resultados descritos por Silva
(2005) e superiores aos de Braun et al. (1999). Silva (2005) trabalhou com uma
agulha de biopsia de grosso calibre, o que provavelmente ocasionou maior dano
tecidual que a agulha de médio calibre utilizada no presente trabalho. Braun et al.
(1999), por sua vez, determinou o escore da lesdo 10 dias apds a realizacdo da
biopsia, havendo, dessa forma, tempo habil para reparacdo tecidual. As feridas

lineares de até 14 mm observadas no parénquima pulmonar de dois ovinos
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ocorreram provavelmente em consequéncia da agitacdo demonstrada por esses
animais no momento da biopsia.

Os tamanhos dos fragmentos teciduais obtidos neste estudo estdo de acordo
com as descri¢des prévias da literatura (Braun et al., 1999; Braun et al., 2000; Silva,
2005). A técnica empregada permitiu a avaliagdo da arquitetura tecidual pulmonar.
Uma biopsia € considerada representativa quando sdo visualizadas unidades
funcionais do tecido amostrado (Naylor et al., 1992). Neste estudo foi possivel
observar em aproximadamente 80% das amostras obtidas, bronquiolos primarios,
terminais e respiratérios, ductos e sacos alveolares, bem como alvéolos isolados.
Resultados semelhantes também foram observados em equinos (Raphel & Gunson,
1981; Venner, 2006), bovinos (Dungworth & Hoare, 1970; Braun et al., 1999) e
ovinos (Braun et al., 2000). Nao foi possivel verificar a presenca de brénquios nas
amostras obtidas devido a provavel auséncia dessas estruturas no local onde foi
realizada grande parte das puncdes, a porcéo basal do lobo diafragmatico.

Duas amostras apresentaram perfil histolégico compativel com processo
inflamatério muito discreto, composto por mononucleares e neutrofilos. Uma possivel
explicacdo para esse achado € que, se estes animais realmente apresentavam
doenca respiratdria, 0 processo ainda estava muito incipiente para ser detectado ao
exame clinico. Como os animais desta espécie, devido as condi¢cdes de manejo a
gue sdo submetidos, vivem constantemente expostos a fatores de risco, é aceitavel
gue achados como este ocorram quando se realiza biopsia pulmonar. Os focos
hemorragicos encontrados em duas laminas foram consequentes ao trauma tecidual

provocado pela agulha de biopsia (Raphel &Gunson, 1981).
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Um dos animais apresentou perfil histolégico de pneumonia intersticial
cronica, entretanto, ao exame clinico ndo foram observadas alteracdes compativeis
com o quadro apresentado. Isto provavelmente ocorreu por que as partes nao
afetadas do pulmdo compensaram a insuficiéncia funcional das areas lesionadas,
fazendo com que o animal se mantivesse clinicamente estavel.

Artefatos iatrogénicos estavam presentes em todas as biopsias. O mais
comum foram as areas de atelectasia presentes nas bordas teciduais. Este tipo de
artefato dificulta a avaliacdo histoldgica e geralmente ocorre em funcédo do trauma
tecidual ocorrido (Raphel & Gunson, 1981). A presenca de outros tecidos compactos
junto as amostras de tecido pulmonar, observadas neste estudo (5/18), também foi
descrita por outros autores (Raphel & Gunson, 1981; Braun et al., 2000). A
desvantagem de se encontrar tecidos macicos junto ao pulmao é que o parénquima
pulmonar, por ser menos compacto, tende a colapsar e ficar comprimido entre esses
tecidos mais densos (Raphel & Gunson, 1981).

A biopsia acidental do figado ocorreu duas vezes neste estudo. Outros
autores ja relataram punc¢ao de musculos intercostais (Venner et al., 2006), intestino
(Savage et al., 1998) e figado (Foroudi et al., 1995; Venner et al., 2006). Segundo
Smith (1994), a agulha de biopsia deve avancar cerca de 2 cm no interior do
parénquima pulmonar para que seja obtida uma amostra satisfatdria de tecido
pulmonar. Harrison et al. (1984) defendem que a penetragdo maxima da agulha no
interior dos pulmdes deve ser de 3 cm ou 4 cm. Neste estudo a biopsia foi realizada
segundo a técnica de Finn-Bodner & Hathcock (1993) e Braun et al. (1999) para
bovinos adultos. A indicacdo desses autores é de que a agulha penetre no maximo 8

cm no interior da cavidade toracica a partir de incisdo na pele do animal. Silva (2005)
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executou a mesma técnica em bezerros, obtendo sucesso. Durante as coletas nédo
foram feitas mensuracdes para saber com exatiddao quantos centimetros a agulha de
biopsia penetrou a cavidade toracica, apenas foi feita uma marcag¢édo na agulha para
assegurar que esta ndo penetrasse mais que 8 cm. Apesar da técnica ter sido
conduzida com sucesso em 18 das 20 tentativas realizadas neste estudo, ficou
evidente a necessidade de padronizacdo da profundidade de penetracdo da agulha
na cavidade toracica na espécie ovina, evitando assim a punc¢do equivocada de
outros 6rgaos.

Em conclusdo, a biopsia pulmonar transtoracica percutdnea é um exame
complementar de facil execucgéo, rapido, seguro e eficiente na obtencdo de material
pulmonar adequado e suficiente para uma avaliagdo histopatolégica. O acesso ao
pulmdo através do sétimo espaco intercostal direito, 5 cm acima do olécrano,
mostrou-se adequado para a obtencdo de amostras pulmonares para fins
diagnésticos, uma vez que nenhuma complicacdo grave decorrente da técnica foi
observada, podendo, inclusive, ser utilizado em procedimentos realizados as cegas
em casos de doenca pulmonar difusa. A biopsia pulmonar deve ter seu uso
encorajado na rotina veterinaria. Todavia, para que isto se concretize, o profissional
de veterinaria precisa ter conhecimento de suas indicacdes e limitagBes, além da

técnica para a realizacao de forma eficiente da mesma.
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