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Resumo

DIAS, N.H. Papel protetor da laringe e da traquéia proximal na prevencio de lesées
epiteliais causadas pela inalacao de gases pouco condicionados. Estudo experimental em
caes. Botucatu, 2008. 95p. Tese de Doutorado em Cirurgia - Faculdade de Medicina, Campus

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Introducio: Durante a inspiracdo, grande parte da umidade e do calor é incorporada ao ar
durante sua passagem pelas fossas nasais e rinofaringe. Entretanto, quando as fossas nasais
estdo impedidas de participar do condicionamento dos gases como no paciente respirador
bucal, traqueotomizado, sob intubacdo traqueal ou laringectomizado, os demais segmentos
das vias aéreas passam a atuar mais ativamente na tarefa do condicionamento. Vdarios autores
tém constatado lesdes na mucosa respiratoria frente a inalacao de gases secos e frios. Estudos
experimentais morfolégicos do epitélio respiratério demonstraram importantes alteracdes,
como dreas de completa desorganizacdo e agrupamentos dos cilios, além de zonas de
devastacdo. Em pesquisa experimental prévia, foi quantificada e constatada a participacao
ativa do segmento laringotraqueal no condicionamento dos gases inalados, quando se utiliza a
madscara laringea na manutencio da permeabilidade da via aérea. Entretanto, nesse estudo, a
necessidade de monitoramento constante da temperatura e da umidade do ar inalado e traqueal
exigia manipulacdo freqiiente da traquéia cervical, o que inviabilizou a realiza¢do de estudo
morfolégico complementar do epitélio respiratdrio.

Objetivo: analisar, no cd@o, por meio de estudo morfolégico, o papel protetor da laringe e da
traquéia proximal na prevencdo de lesdes epiteliais, causadas pela inalagdo de gases pouco
condicionados.

Material e Métodos: A pesquisa recebeu aprovagio do Comité de Etica em Experimentagdo

Animal sob o protocolo de n° 442/04. Doze cées adultos foram submetidos a anestesia venosa
com pentobarbital sédico e ventilacdo mecanica, com alto fluxo de gases frescos, em sistema
sem reabsor¢do de CO,, durante 3 horas. Os animais foram distribuidos em dois grupos

experimentais, dependendo do dispositivo utilizado para a manutencdo da via aérea: Grupo
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TT - tubo traqueal e Grupo ML - madscara laringea. Foram analisados pardmetros
hemodindmicos (pressdo arterial média, freqiiéncia de pulso), ventilatérios (freqiiéncia
respiratéria, volume corrente, saturacdo periférica da oxihemoglobina, PrrCO,, pressao
inspiratéria), temperatura timpanica, temperatura, umidade relativa e absoluta do ar ambiente
e dos gases inalados. Ao término do experimento, os animais foram sacrificados com dose
excessiva de anestésico, o segmento laringotraqueobronquico foi removido, sendo realizadas
bidpsias nas seguintes dreas pré-determinadas, TP — traquéia proximal; TM — traquéia média;
TD — traquéia distal, para estudo sob microscopia de luz e microscopia eletronica (varredura e
transmissdo). Os dados morfolégicos foram submetidos a andlise semiquantitativa por meio
de escores.

Resultados: Com relacdo a andlise histolégica, observou-se que em algumas dreas houve
predominio de processo inflamatério agudo, havendo infiltrado de PMN no epitélio e
congestdo na lamina prépria em ambos os grupos, discretamente mais relevantes nos animais
do grupo TT, porém sem diferenca estatistica. As alteragdes observadas pela microscopia
eletronica varredura foram discretamente mais prevalentes no grupo TT, destacando-se
desorganizacdo e agrupamento ciliar. Na microscopia eletronica de transmissao verificaram-
se alteragcOes significantes, com diferencga estatistica entre os grupos na andlise dos escores,
como alargamento das juncdes celulares, desorientacdo ciliar, vacuolizacdo citoplasmdtica e
modificagdes nas caracteristicas do niicleo, mantendo-se em todos os grupos a integridade da
membrana basal.

Conclusao: Nos animais ventilados com elevado fluxo de gases frescos e sob baixa umidade
absoluta, com a mdscara laringea foram constatadas menores altera¢cdes morfoldgicas, quando
comparadas aos ventilados com o tubo traqueal, fato este atribuido, provavelmente, ao papel
protetor do segmento laringotraqueal a inalacdo de gases pouco condicionados.

Palavras-chave: laringe, traquéia, méscara laringea, tubo traqueal, morfologia.



Abstract

DIAS, N.H. Protective function of the larynx and proximal trachea in preventing
epithelial lesions caused by the inhalation of poor conditioned gases. Experimental study

in dogs.

Introduction: during inhalation, moisture and heat is incorporated to the air in its passage
through the nose and rhinopharynx. However, when the nose doesn’t participate in gas
conditioning, such as in mouth-breathing, tracheotomized, intubated or laryngectomized
patients, other segments of the airways participate more actively in the conditioning task.
Lesions in the respiratory mucosa have been detected due to the inhalation of dry and cold air.
Morphologic studies of the respiratory epithelium have shown important alterations, such
disorganization, ciliary clusters and devastation. In a previous experimental study, we were
verified and quantified the active participation of the laryngotracheal segment in the
conditioning of inhaled gases, using laryngeal mask airway for maintaining airway
permeability. However the need of constant controlling of the temperature and moisture of the
gases required frequent handling of the cervical trachea, and did not permit a complementary
morphologic study of the respiratory epithelium.

Objective: to study the protective function of the larynx and proximal trachea in dogs,
preventing epithelial lesions caused by the inhalation of poor conditioned gases.

Material and Methods: the study was approved by the ethics committee for animal

experimentation under registration number 442/04. Twelve adult dogs were submitted to
venous anesthesia with sodium pentobarbital and mechanical ventilation in a system without
CO; resorption for three hours. The animals were distributed into two experimental groups,
depending on the tube used for airway maintenance: Group TT — tracheal tube and Group ML
— laryngeal mask airway. Hemodynamic parameters (blood pressure, heart rate), ventilatory
parameters (respiratory rate, current volume, peripheral oxyhemoglobin saturation, PrrCO;,
inspiratory pressure), tympanic temperature, temperature, relative and absolute moisture of

the ambient and inhaled gases were analyzed. After three hours, the animals were sacrificed
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with over anesthetic dose. The laryngotracheobronchial segment was removed, and biopsies
were carried out on previously determined areas as TP — proximal trachea, TM — medial
trachea and TD - distal trachea. The biopsies were analyzed under light and electron
microscopy (scanning and transmission). Morphologic data were submitted to
semiquantitative analysis by means of scores.

Results: in some areas, the histological analysis showed a predominance of an acute
inflammatory process, with PMN infiltrate in the epithelium and congestion in the lamina
propria in both groups. Although slightly more relevant for the animals in Group TT, there
was no significant difference. The alterations observed by electron microscopy were more
prevalent in Group TT, with emphasis for disorganization and ciliary clusters, in scanning
electron microscopy, and enlargement of cell junctions, ciliary disorientation, cytoplasmic
vacuolization and alteration in nucleus characteristics, in transmission electron microscopy.
The integrity of the basal membrane was maintained in all cases.

Conclusion: in the animals ventilated with the laryngeal mask airway, less morphologic
alterations were verified when compared to those ventilated by the tracheal tube. This fact
may be attributed to the protective function of the laryngotracheal segment during the

inhalation of poor conditioned gases.

Key words: larynx, trachea, laryngeal mask airway, tracheal tube, morphology.
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1 INTRODUCAO E LITERATURA

O ar inalado deve receber adequado aquecimento e umidificacdo durante sua passagem
pelas vias aéreas superiores, para que chegue aos bronquios condicionado, isto €, aquecido a
temperatura proxima a corpérea € com 100% de umidade relativa, condicdes estas
consideradas ideais para que as trocas gasosas ocorram normalmente. O condicionamento dos
gases inalados se d4 por meio da incorporacao de calor e de umidade, fornecidos pelo contato
do ar com a mucosa das vias aéreas. As fossas nasais participam, ativamente, deste processo,
filtrando, aquecendo e umidificando o ar inalado, gracas as particularidades anatomicas e
histolégicas da sua mucosa nasal, também chamada de mucosa pituitiria (Widdicombe,
1997). Na parede lateral da cavidade nasal, encontram-se as conchas nasais (inferior, média e
superior), as quais aumentam a superficie de contato do ar com a mucosa durante a inspiragao,
tornando o condicionamento do ar ainda mais eficaz; dessa forma, aproximadamente 75% da
umidificacdo e do aquecimento do ar ocorrem até a rinofaringe. Nos demais segmentos das
vias aéreas, como a faringe, laringe, traquéia e bronquios, o condicionamento do ar ¢é
completado (MacFadden, 1992).

O epitélio respiratério de cobertura das fossas nasais e da traquéia é do tipo
pseudoestratificado cilindrico ciliado, constituido por seis tipos de células: cilindricas ciliadas
ou colunares (30%), caliciformes ou mucosecretoras (30%), células basais (30%), células em
escova ou brush cells (3%), células serosas com granulos apicais (3%), e células do sistema
neuroenddcrino (4%), atuando na regulacdo do sistema como um todo. Todas essas células
fazem contato com a membrana basal, mas nem todas alcancam o limen (Gartner & Hiatt,
2002).

As células ciliadas possuem, em média, 250 cilios em seu dpice, sendo que cada um se

insere em seu respectivo corpusculo basal, estrutura semelhante aos centriolos, localizado
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logo abaixo da membrana celular. Os cilios tétm movimentos sincronizados, capazes de
deslocar em dire¢do ao trato digestivo, particulas de poluentes e microorganismos aderidos a
camada de muco. O citoplasma das células ciliadas é rico em mitocOndrias, posicionadas,
principalmente, na por¢do apical, pr6ximo aos corpusculos basais.

As células caliciformes possuem pediculo estreito (localizado na regido basal) e teca
alargada; o ndcleo e as organelas ficam concentrados no pediculo inferior (regido basal).
Essas células produzem glicosaminoglicanos, sulfatos dcidos, glicoproteinas e 0 mucinogénio
(Figura 1). A teca apresenta numerosos granulos secretdrios, de didmetros varidveis, contendo
mucinogénio; a membrana celular apical exibe alguns microvilos curtos, estando estas células
entremeadas as demais células epiteliais, garantindo a umidificacio permanente de toda a
mucosa do trato respiratorio.

As células basais sdo células indiferenciadas, mantendo-se posicionadas sobre a
membrana basal. Essas células ndo alcangcam o limen e nao possuem cilios. Sdo consideradas
células fontes, pois podem se diferenciar em células ciliadas ou caliciformes, durante o
processo de reposicao celular do epitélio respiratorio.

As células em escova ou brush cells sao pequenas células colunares e estreitas,
contendo microvilos altos, porém sem cilios. Sua fun¢@o ainda é pouco conhecida, havendo
indicios de que tenham algum papel sensorial. Entretanto, para outros autores, nada mais sao
do que as proprias células caliciformes que liberaram o mucinogénio de seu citoplasma

(Junqueira & Carneiro, 2004).
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(&)

Figura 1. Epitélio pseudoestratificado da traquéia do homem. Setas estreitas apontam para células caliciformes e

setas largas para as células ciliadas. Em A, microscopia de luz (H&E, 40X). Em B, microscopia eletronica de

transmissao — MET (1.550X).

As células epiteliais repousam sobre a membrana basal que € uma estrutura laminar
especializada, sintetizada pelas células da camada basal e pelos fibroblastos da lamina
propria; tem papel de sustentacdo, suporte, adesao, filtragdo (barreira permedvel a nutrientes e
gases) e controle da organizacio e regeneracao epitelial. Apresenta-se como estrutura delicada
e continua, discretamente sinuosa. E formada por uma lamina basal, de derivagio epitelial, e
uma lamina reticular, derivada do tecido conjuntivo. As células da camada basal aderem-se
firmemente & membrana basal por meio de hemidesmossomos (Figura 2). A membrana basal
¢ composta por fibras coldgenas, laminina, fibronectina e proteoglicanas. O coldgeno da
resisténcia e elasticidade; a laminina, o proteoglicano e a fibronectina conferem adesao celular

e permeabilidade (Gartner & Hiatt, 2002).

(&)

Figura 2. Em A, desenho esquemadtico da estrutura da membrana basal (Gartner & Hiatt, 2002); em B, setas

apontando para a membrana basal da traquéia do homem (MET, 2.750X).
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Logo abaixo da membrana basal, dispde-se a lamina propria, constituida por tecido
conjuntivo frouxo e fibroelastico, elementos linféides (foliculos linféides, linfécitos e
neutrdfilos), além de glandulas serosas e mucosas cujos ductos abrem-se na superficie
epitelial e auxiliam no processo de umidificacdo. A lamina prépria do epitélio respiratorio
apresenta também densa rede de fibras eldsticas e coldgenas (Junqueira & Carneiro, 2004).

Como vimos, a mucosa respiratéria € constituida por estruturas bastante elaboradas,
que tétm como um dos principais papéis, o adequado condicionamento do ar inalado. No
entanto, em determinadas situacdes clinicas, a passagem do ar pelas fossas nasais pode estar
prejudicada ou mesmo anulada, temporariamente ou ndo, como ocorre no paciente respirador
bucal, no paciente intubado, no paciente traqueotomizado e no paciente laringectomizado.
Nestes casos, sdo descritas varias morbidades relacionadas ao déficit no condicionamento dos
gases inalados como rouquiddo, congestdo de mucosa faringea e laringea, ressecamento das
secrecoes, formagdo de crostas e rolhas, e atelectasia (Chalon et al., 1972; Marfatia et al.,
1975; Schiffmann et al., 1997).

Em algumas situacdes, € possivel adicionar, ao menos parcialmente, calor e umidade
aos gases inalados, como ocorre durante ventilacio mecanica, cujos respiradores sdo dotados
de umidificadores aquecidos, garantindo assim, que o ar inalado chegue aos bronquios em
condigdes mais proximas as ideais, possibilitando que as trocas gasosas ocorram
normalmente, e prevenindo efeitos deletérios para o organismo (Jaber et al., 2004; Branson,
2006; Schulze, 2007).

Os efeitos nocivos a mucosa respiratéria exposta a inalacdo de gases pouco
condicionados foram temas de vérias pesquisas, tanto clinicas como experimentais, sendo
descritas lesdes epiteliais como diminui¢do da atividade ciliar, aumento da viscosidade do
muco, erosdo de mucosa, ulceracdo, necrose, infiltrado de células inflamatdérias na lamina

propria, e até mesmo metaplasia do epitélio traqueal (Martins et al., 1996; Turner & Loan,
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2000; Todd et al., 2001a; 2001b). De acordo com Sottiaux (2006), a mucosa respiratoria e a
func@o pulmonar podem ser muito prejudicadas em pacientes sob ventilagdo mecanica, se 0s
gases inalados ndo forem adequadamente condicionados. Entretanto, a avaliacdo prética da
umidade e aquecimento dos gases pode nao ser facil, principalmente porque ndo existem
parametros clinicos capazes de detectar, com exatiddo, todos os efeitos do condicionamento
inadequado dos gases. Nos pacientes que necessitam de ventilagdo mecanica por periodo mais
prolongado, o adequado condicionamento dos gases inalados torna-se ainda mais crucial
prevenindo a retencdo de secrecdes nas vias aéreas e possibilitando o miximo transporte
mucociliar.

Bisinotto et al. (1999), em estudo experimental, no qual cdes foram submetidos a
ventilagio mecanica e expostos a inalacdo de gases sob condi¢des precdrias de calor e
umidade, constataram, por meio de andlises de microscopia eletronica das pecas de bidpsia
traqueal, dreas de completa desorganizacdo e agrupamento ciliar e dreas de devastagdo ciliar.

Visando a obtencdo de condicdes mais satisfatérias dos gases inalados, umidificadores
aquecidos e permutadores de calor e umidade (HME), também chamados de narinas
artificiais, t€m sido utilizados acoplados aos sistemas de ventilacdo (Branson et al., 1992). Os
HMEs atuam recuperando parte do calor e da umidade perdidos no ar expirado, sendo
incorporados ao ar inalado a cada ciclo inspiratério. A umidificacdo é garantida a partir da
condensacdo de vapor d’dgua no dispositivo durante a expiracdo; por outro lado, a
preservacdo do calor ocorre porque os HMEs s@o constituidos por materiais com capacidade
de conservacdo da energia térmica (Nakagawa et al., 2000). Os permutadores de calor e
umidade tém sido adaptados também no orificio do traqueostoma de individuos submetidos a
laringectomia total, demonstrando resultados satisfatorios (Eckerbom et al., 1991; Bisinotto e?

al., 1999; Ackerstaff er al., 2003; Keck et al., 2005).
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Procurando-se preservar ao médximo a integridade da mucosa das vias aéreas e ao
mesmo tempo assegurar boa permeabilidade ao fluxo inspiratério dos gases, Archie Brain
(1983) desenvolveu um novo prototipo de canula, denominado de mascara laringea (ML)
(Figura 3), a qual, quando inserida, posiciona-se na hipofaringe e ndo toca a glote nem a
traquéia cervical. Alguns autores tém destacado as vantagens da mascara laringea em relagcao
ao tubo traqueal, como (Hollande et al., 1993; Reinhart, 1993; Brimacombe & Berry, 1993;
Joshi et al., 1994; Brimacombe, 1995; Dhillon, 1996; Rieger et al., 1997; Martins et al., 2000;
Dahaba et al., 2006):

e auséncia de contato com a traquéia,

¢ insercdo facil e rdpida,

* ndo necessidade de laringoscopia direta para sua insercdo, tendo conseqiientemente
menor estimulacdo do paciente, menor necessidade de anestésicos durante a fase de
inducdo e menores alteracdes hemodinamicas,

* menor incidéncia de laringoespasmo, tosse, odinofagia, disfonia e disfagia,

e ripido acesso as vias aéreas em pacientes com intubacdo dificil ou mesmo em
circunstancias de socorro emergencial, antes de chegar no hospital.

Pelos beneficios apresentados, a mascara laringea passou a ser cada vez mais utilizada
em cirurgias de profissionais da voz (como cantores, jornalistas, professores, etc) e em
procedimentos rdpidos e de emergéncia. Além disso, desde sua introdu¢@o na pratica clinica,
tem sido uma interessante opcao aos anestesiologistas e demais especialistas que manipulam
as vias aéreas, como broncoscopistas. Mais recentemente, o surgimento de novos modelos
tem proporcionado vantagens adicionais em determinadas situacdes clinicas e procedimentos

hospitalares ou mesmo ambulatoriais.
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Figura 3. Mascara laringea.

A posi¢do mais elevada da madscara laringea permite que maior extensdo das vias
aéreas fique livre do contato com a canula. Assim, o segmento laringotraqueal, sem a
presenca da céanula, pode fornecer aos gases inalados, algum grau de umidade e de
aquecimento, visto que, parte do condicionamento também ocorre nas vias aéreas mais baixas,
ndo sendo restrito ao interior das fossas nasais (MacFadden, 1992). Em pesquisa experimental
prévia, foi demonstrado, quantitativamente, a real participacio desse segmento da via aérea no
processo de condicionamento do ar, sendo registrados valores, significativamente, mais
elevados de umidade absoluta dos gases inalados na traquéia dos animais que haviam sido
ventilados com mdscara laringea (23 mg H,O.1"), quando comparados aos ventilados com
tubo traqueal (14 mg HQO.l-l) (Dias et al., 2005). Entretanto, nesse estudo, a necessidade de
monitoramento constante da temperatura e umidade dos gases exigiu manipulacio freqiiente
da traquéia cervical, incluindo a realizacdo de traqueotomia proxima a fircula esternal para
adaptacdo do termohigrometro digital, o que inviabilizou a realizacdo de estudo morfolégico
complementar, por meio do qual poderiamos avaliar se o epitélio respiratrio seria menos
lesado quando exposto a condi¢cdes mais satisfatorias de condicionamento dos gases,

provenientes da laringe e traquéia proximal.
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2 OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa foi analisar, por meio de estudo morfolégico, o papel
protetor da laringe e da traquéia proximal na prevencdo de lesdes epiteliais, causadas pela
inalacdo de gases pouco condicionados, em cdes anestesiados e ventilados com pressao

positiva intermitente por meio de méscara laringea ou tubo traqueal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais Utilizados

Ap6s aprovagio do Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, sob o protocolo de n° 442/04, foram utilizados
12 caes adultos de ambos os sexos, sem raga definida, com pesos variando de 15 a 27
quilogramas, fornecidos pelo Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho". Na selecdo, foram excluidos do experimento os animais

que nao apresentavam aspecto sadio.

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram, aleatoriamente, distribuidos em dois grupos experimentais,
dependendo do instrumental utilizado na manuten¢do da permeabilidade das vias aéreas para
ventilacdo mecanica dos pulmoes:

Grupo TT (n=6) — Tubo Traqueal Portex n° 8,5 (Inglaterra) (Figura 4A).

Grupo ML (n=6) — Méscara Laringea Classic™ n° 4 (Singapura) (Figura 4B).
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Figura 4. A — tubo traqueal n° 8,5 utilizado no grupo TT; B — mdscara laringea n°® 4 utilizada no grupo ML.

No Grupo TT, a extremidade distal do tubo traqueal ficou posicionada no segmento
superior da traquéia, ao nivel dos primeiros anéis traqueais, em todos os animais deste grupo,
reproduzindo as condi¢des do experimento prévio (Figura 5A). No Grupo ML, a mdscara
laringea permaneceu locada na hipofaringe, na transi¢do faringolaringea, deixando livre de

contato com a canula as estruturas da laringe e da traquéia proximal (Figura 5B).
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Figura 5. Representac@o esquematica dos grupos experimentais: A — grupo TT e B — grupo ML, mostrando o

posicionamento do tubo traqueal e da mdscara laringea, bem como o segmento livre da via aérea em contato com

os gases inalados em ambos 0s grupos.

3.3 Seqiiéncia Experimental

Em todos os animais, foi realizada a seguinte seqii€éncia experimental:

¢ Jejum alimentar de aproximadamente 14 horas, com livre acesso a dgua.

¢ Instalacdo do biomonitor AS/3 da Datex-Engstrom (Finlandia) para leitura dos parametros

ventilatorios e hemodinamicos por mddulos especificos.

¢ Instalacdo do termOmetro digital de dois canais marca Yellow Springs Instruments

Precision 4000 A (EUA), para verificacao das temperaturas timpanica e ambiente.
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® Instalacdo do aparelho WarmTouch, modelo 5200, da Mallinckrodt Medica (EUA), para
manutencao da temperatura corpérea do animal, por meio de manta especifica.

¢ Pesagem do animal.

¢ Sorteio do grupo experimental.

® Anestesia venosa com pentobarbital sédico.

¢ Colocacao do animal em goteira de Claude Bernard.

¢ Tricotomia da regidao inguinal esquerda.

® Disseccdo e cateterismo da artéria e veia femorais esquerdas.

e Hidratacao com Ringer lactato.

¢ Inser¢do de tubo traqueal ou mdscara laringea, de acordo com o grupo estudado.

¢ Instalacdo da monitoriza¢do hemodinidmica e ventilatoria.

¢ Bloqueio neuromuscular com cloreto de alcurdnio.

¢ Instalacdo da ventilagdo mecanica dos pulmdes em sistema sem reabsorcao de CO,, com
alto fluxo de gases frescos (ar 3 L.min'e 0,2 L.min'l).

e Medida dos atributos estudados logo apds a realizacdo da indugdo anestésica e instalacdo
dos aparelhos de registro e apds intervalos de 60 minutos, durante o periodo de 180
minutos.

¢ FEutandsia do animal, ao final do experimento, com injecdo venosa de dose excessiva de
anestésico (pentobarbital sddico).

¢ Disseccdo cervical e mediastinal com remog¢ao do segmento laringotraqueobronquico para
coleta de bidpsias da mucosa traqueal em trés locais pré-determinados: TP — traquéia
proximal, TM - traquéia média e TP — traquéia distal, para exame histopatoldgico e

microscopia eletronica de varredura e transmissao.
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3.4 Atributos Estudados

3.4.1 Atributos para controle do experimento

Peso do cao (kg).

Comprimento do cao (cm).

Sexo do cao (M/F).

Pressao arterial média (mm Hg).

Freqiiéncia de pulso (bat.min™).

Freqiiéncia respiratéria (insp.min™).

Volume corrente (ml.kg'l).

Saturacdo periférica da oxihemoglobina (%).
Pressdo expiratéria final de CO, (mm Hg).
Pressao inspiratéria (cm H,O).

Temperatura timpanica (°C).

3.4.2 Atributos para atendimento das finalidades do experimento

Temperatura ambiente (°C).

Umidade relativa do ar ambiente (%).
Umidade absoluta do ar ambiente (mg H,O.1™).
Temperatura dos gases inalados (°C).

Umidade relativa dos gases inalados (%).

Umidade absoluta dos gases inalados (mg H,O.I'").

Exame histopatolégico da mucosa traqueal nas dreas pré-determinadas (TP, TM, TD).
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e Exame de microscopia eletronica de varredura e de transmissdo da mucosa traqueal nas
areas pré-determinadas (TP, TM, TD).
3.5 Momentos Estudados
Os atributos hemodinamicos, respiratorios, de temperatura e de umidade foram obtidos
nos seguintes tempos:
® () -logo apds o inicio do experimento e instalacdo dos aparelhos de registro.
¢ 60 — 60 minutos apds o inicio do experimento.
¢ 120 - 120 minutos apods o inicio do experimento.

¢ 180 — 180 minutos apds o inicio do experimento.

3.6 Técnicas Utilizadas

3.6.1 Preparo do animal

e Apds periodo de jejum alimentar de 14 horas, mas com livre acesso a dgua, os animais
foram pesados, submetidos a anestesia com injecdo venosa de pentobarbital sédico (25
mg.kg'1 de peso corporal) e colocados em decubito dorsal horizontal, sobre goteira de
Claude Bernard.

e Manutencio da permeabilidade das vias aéreas por meio da utilizacdo de tubo traqueal ou
madscara laringea, na dependéncia do grupo experimental estudado.

e Intubacdo traqueal, no grupo TT, sempre pelo mesmo pesquisador, com auxilio de
laringoscépio, para exposicdo da regido gldtica e introducao do tubo traqueal de didmetro
interno 8,5 mm, observando-se cuidadosamente a introdu¢do da canula para que o seu
balonete (insuflado com ar para ndo permitir vazamento durante a respira¢do) ficasse

posicionado, em todos os caes deste grupo, logo abaixo das pregas vocais, garantindo que



15
Material e Métodos

a extremidade do tubo traqueal permanecesse ao nivel dos primeiros anéis traqueais,
sendo o tubo fixado a boca do animal.

e Inser¢do da mdscara laringea n°4, no grupo ML, também pelo mesmo pesquisador, de
acordo com a técnica descrita, previamente, no cdo (Braz et al., 1999). O cdo foi colocado
em decubito dorsal, com a cabeca em extensdo e a lingua levemente tracionada para
melhor visualizacdo da regido da hipofaringe e maior facilidade na insercdo. A mdscara
laringea foi inserida com o seu dorso firmemente pressionado contra o palato duro e
progredida em direcdo a hipofaringe, até que fosse percebida alguma resisténcia a sua
introducdo. Uma vez posicionada, o balonete foi insuflado com ar, para obtencdo de
“selo” satisfatorio ao redor da laringe, e a mdscara fixada a boca do animal de modo que a
linha negra, presente em toda extensdo do tubo, permanecesse sempre na posicdo
mediana.

¢ Instalacdo de ventilacdo mecanica dos pulmdes com mistura de ar ambiente (3 L.min") e
0, (2 L.min'l) em sistema de ventilacio sem reinalagdo, empregando-se ventilador
mecanico ciclado a pressdo (K. TAKAOKA, modelo 2600, Série Nikkei — Brasil). Com o
fluxo de gases frescos utilizados, a fracdo inspirada de oxigénio (FiO,) permaneceu ao
redor de 50%. Para facilitar a ventilagdo artificial e a manutencdo do volume corrente,
utilizou-se o cloreto de alcurdnio, na dose inicial de 0,2 mg.kg'1 e manutengao de 0,06
mg kg™ a cada 60 minutos.

¢ Instalacdo do sensor do oximetro de pulso em forma de pinga, fixado a lingua do animal e
do captor da amostra de gases para medida da fracdo inspirada de oxigénio e da pressdao
expiratéria final de diéxido de carbono (PeprCO;), junto a vélvula expiratéria, entre a
madscara laringea ou o tubo traqueal e o circuito inspiratorio.

¢ Introducdo do sensor de temperatura no conduto auditivo externo, posicionado junto a

membrana timpanica, para medida da temperatura timpanica.
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e Para medida da temperatura ambiente, um sensor foi mantido exposto ao ar ambiente
préoximo ao animal.

e Disseccado da artéria femoral esquerda, a qual foi cateterizada com cateter de polietileno
PE 240 para medida da pressdo arterial média. Para este fim, a extremidade do cateter foi
conectada ao domus especifico para determinacdo da pressdo arterial.

e Disseccao da veia femoral esquerda, a qual foi cateterizada com cateter de polietileno PE
240 para administracdo de Ringer lactato (dose de 5 ml.kg'.h™') e pentobarbital sédico
(dose de 5 mg.kg'.h™") em bomba de infusdo continua de dois canais modelo Anne, da
Abbott (EUA). Esta via foi também utilizada para injecdo venosa de doses
complementares de cloreto de alcurdnio.

e (olocacdo de manta térmica para manutencdo da temperatura corpérea do animal,
cobrindo todo o corpo, sendo a mesma conectada ao aparelho fornecedor de ar aquecido
WarmTouch, modelo 5200, da Mallinckrodt Medica (EUA).

¢ Fim do periodo de preparacio e leitura dos atributos nos tempos estudados (Figura 6).

e Ao final do experimento, foi realizada eutandsia do animal com injecdo venosa de dose

excessiva de pentobarbital sédico (70 mg.kg'l).
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Figura 6. Foto panoramica do experimento apds término do preparo do animal.

3.6.2 Medidas dos atributos

e Os atributos ventilatorios e hemodinamicos foram determinados por meio de mdédulos
especificos do biomonitor AS/3 da Datex-Engstrom (Finlandia).

e As temperaturas timpanica (°C) e ambiente (°C) foram registradas pelo termdmetro digital
de 2 canais da Yellow Springs Instruments Precision 4000 A (USA).

® A leitura dos valores da temperatura (°C) e da umidade relativa (%) dos gases foi feita
com o termohigrometro digital portatil, modelo Higrotermo 95, da Gulton do Brasil, o
qual detecta valores de temperatura na faixa de —20°C a +60°C, e de umidade relativa
entre 5% e 95% (Figura 7).

e Nas avaliagdes dos gases inalados, o termohigrometro foi acoplado ao ramo inspiratdrio

do sistema de ventilacdo, junto a vdlvula expiratéria, por cerca de 30 segundos até a

estabilizacao dos valores de temperatura e umidade relativa (Figura 8).
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¢ A umidade absoluta (mg H,0.1™") foi calculada por meio da seguinte formula (Tubelis &
Nascimento, 1980; Andrews, 1989):
da = (ds x F) x 100"
onde: da — umidade absoluta (mg HZO.l'])
ds - umidade absoluta do ar em condicdo de saturacdo (mg H,O.I"), obtida em
tabela especifica (Tubelis & Nascimento, 1980)

F — umidade relativa (%)

Figura 7. Termohigrometro digital portétil, modelo Higrotermo 95, da Gulton do Brasil.

Figura 8. Termohigrometro acoplado ao ramo inspiratdrio do sistema de ventilagdo, para medida da temperatura

e da umidade relativa dos gases inalados.
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3.6.3 Estudo morfologico

e Apds o sacrificio do animal, ao final das trés horas de experimento, o segmento
laringotraqueobronquico foi imediatamente removido para a realizacdo de bidpsias da
mucosa traqueal nas dreas pré-determinadas. Para esta finalidade, foi realizada,
inicialmente, tricotomia da regido cervical e tordcica do animal, seguida de disseccao
cervical e toracotomia pela linha média, interessando pele e subcutineo, com bisturi
lamina 21, partindo-se do nivel do osso hidideo e progredindo até dois centimetros abaixo
do processo xiféide do osso esterno. Realizou-se, a seguir, a abertura do 0sso esterno com
tesoura, seguida da colocagdo do afastador autostético, e divulsdo romba das pleuras com
pincamento, ligadura e sec¢do dos vasos mediastinais. Apds completa exposi¢do e
individualizacdo da laringe, traquéia em toda sua extensdo (cervical e tordcica) e dos
bronquios principais (Figura 9), foi realizada remocdo em bloco da laringe e traquéia,
seguida da abertura cuidadosa da traquéia, em toda sua extensdo, pela sua porcdo
membranosa, com exposi¢do de sua luz. Foram realizadas bidpsias da mucosa traqueal de
Ix1lcm nas trés dreas pré-determinadas: TP — traquéia proximal, TM — traquéia média, TP
— traquéia distal, para exame histopatolégico e microscopia eletronica de varredura e

transmissao (Figura 10).
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Figura 9. Disseccdo cervical e mediastinal, obtendo completa exposi¢do e individualizagdo da traquéia cervical

e toracica.

Figura 10. Bloco laringotraqueal removido, abertura da traquéia pela porcao membranosa e dreas de bidpsia da

mucosa traqueal (TP — traquéia proximal, TM — traquéia média, TD — traquéia distal).
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Microscopia de luz — as bidpsias coletadas nas trés dreas pré-determinadas (TP, TM e
TD), nos seis caes de cada grupo, foram submetidas a seguinte seqiiéncia de preparacao:
fixacdo em formalina a 10% durante 48 horas, inclusdo dos fragmentos em parafina, os
quais foram cortados por métodos convencionais e corados pelo método da hematoxilina-
eosina. A avaliacdo histolégica pela microscopia de luz foi feita pelo pesquisador e pelo
patologista com registro fotografico e ilustracdo das principais alteragdes encontradas,
sem conhecimento prévio dos grupos aos quais pertenciam as laminas, sendo as mesmas
identificadas por letras e nimeros. Em cada lamina, foram analisados os seguintes
parametros a microscopia de luz: epitélio (erosdo e presenca de polimorfonucleares
neutréfilos) e corion (congestdo, hemorragia e presenca de polimorfonucleares
neutréfilos). Com excecdo da erosdo epitelial, nos demais parametros, foi realizada andlise
semiquantitativa por meio de escores sendo 0 — ausente, 1 — discreto, 2 — moderado e 3 —
intenso. Os dados relativos a erosado epitelial foram analisados em termos de extensdao do
corte histoldgico, como segue:

0 — auséncia de erosdo em toda extensao do corte histoldgico,

1 — comprometimento de até 30% da extensdo do corte histoldgico,

2 — comprometimento de 31% a 60% da extensdo do corte histoldgico,

3 — comprometimento de 61% a 100% da extensdo do corte histolégico.

Para realizacdo do estudo de microscopia eletronica, foram coletados fragmentos de

bidopsia da mucosa traqueal (1xIcm), em trés animais de cada grupo, nas mesmas areas pré-

determinadas (TP, TM e TD). Cada fragmento era dividido ao meio, sendo enviada uma parte

para microscopia eletronica de varredura e outra para microscopia eletronica de transmissao.

Microscopia eletronica de varredura — os fragmentos de bidpsia da mucosa traqueal
coletados nas trés dreas pré-determinadas (TP, TM e TD) foram submetidos a seguinte

preparagdo: fixa¢do em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,3 por, no
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minimo, 12 horas; trés lavagens em tampao fosfato 0,1M e pH 7,3 de 15 minutos cada;
pos-fixacdo em tetroxido de 6smio a 1% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,3 por 1 hora em
camara escura; trés lavagens em tampdo fosfato 0,IM e pH 7,3 de 15 minutos cada;
desidratacdo da peca em série alcodlica de 75% a 100% (duas trocas de 15 min cada);
secagem das pecas em aparelho de ponto critico Balzers CPD-020, utilizando-se diéxido
de carbono liquido; montagem em base metédlica com cola de prata; cobertura das pecas
com ouro (15nm) em aparelho Balzers MED-010; exame e fotografia digital do material
em microscopio eletronico de varredura modelo QUANTA 200 da FEI (Republica
Tcheca), com aumentos crescentes, englobando toda superficie da peca (Figura 11). Cada
fragmento foi submetido a anélise semiquantitativa por meio de escores, sendo:

0 — auséncia de alteragdes nos cilios, epitélio integro em toda sua extensao,

1 - agrupamento e/ou desorientagdo ciliar em dreas focais,

2 - agrupamento e/ou desorientacdo ciliar em dreas extensas, auséncia de ulceracdo
epitelial,

3 — rarefacdo ciliar em dreas extensas, auséncia de ulceracao epitelial,

4 — rarefacdo ciliar em dreas extensas, ulceracdo epitelial.

Figura 11. Microscépio eletronico de varredura.
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Microscopia eletronica de transmissao — os fragmentos de bidpsia da mucosa traqueal
coletados nas trés dreas pré-determinadas (TP, TM e TD) foram submetidos a seguinte
preparacao: fixacdo em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1 M e pH 7,3; seccdo da
peca de bidpsia com lamina preparada, em fragmentos de 3x1mm, sob cera de dentista
rosa, umidecida com solu¢do fixadora de glutaraldeido a 2,5%; coleta de fragmentos por
meio de micro pipetas e fixacdo em glutaraldeido a 2,5% por trés horas; pds-fixagdo com
dcido 6smico a 1% em tampao fosfato 0,1 molar, pH 7,3; desidratacdo em série crescente
de acetonas (50%, 70%, 90% e 100%); mergulho dos fragmentos em mistura de acetona e
resina de araldite (Polysciences, Inc.) de grau 502 por 12 horas; retirada dos fragmentos
da mistura e inclusdo em bloco de resina de araldite pura por uma hora em estufa a 37°C,
sendo preparados 6 blocos de cada peca de bidpsia; colocagdo em estufa a 60°C por 48
horas para polimerizacdo; trimagem dos blocos, sob lupa, com auxilio de lamina
preparada; realizacdo de cortes semi-finos de 0,5um, que foram colocados sobre laminas e
corados com uma mistura de 1:1 de azul de metileno a 1% e de Azur II a 1%; exame em
microscopio 6ptico para escolha dos cortes semi-finos apropriados; cortes ultra-finos
(500) a partir dos cortes semi-finos escolhidos; exame e fotografia do material em
microscopio eletronico de transmissdo Philips, modelo EM 301 (Holanda), abrangendo o
epitélio e a lamina prépria (Figura 12), com aumentos varidveis e crescentes quadro a
quadro, realizando algumas fotos com aumentos maiores para destacar detalhes ultra-
estruturais. Cada fragmento foi submetido a andlise semiquantitativa por meio de escores,

sendo:
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0 — células epiteliais com configuracdo normal,

1 - alargamento das juncOes intercelulares e/ou presenca de células inflamatorias,
membrana basal normal,

2 — alargamento das jungdes intercelulares e/ou presenga de células inflamatorias,
vacuolizagdo citoplasmdtica, membrana basal normal,

3 - vacuolizagdo citoplasmatica com polimorfismo celular/nuclear, membrana basal

alterada.

Figura 12. Microscépio eletronico de transmissao.

O estudo de microscopia eletronica foi realizado no Centro de Microscopia Eletronica
do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Jilio de Mesquita Filho (UNESP —

Botucatu).
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3.7 Analise Estatistica

Para verificar se a varidvel apresentava ou nao distribuicdo normal, empregou-se o
teste para normalidade dos residuos de Kolmogorov-Smirnov, juntamente com o teste para
homogeneidade de variancia de Bartlet.

Nas situagdes em que as varidveis ndo tiveram distribuicdo normal, utilizou-se o teste
nio paramétrico de Friedman na comparacdo entre os valores dos momentos dentro de cada
grupo e o teste nao paramétrico de Mann-Whitney para comparacao entre os valores dos dois
grupos em cada momento. Estes atributos tiveram seus resultados expressos pela mediana,
primeiro e terceiro quartis, e representacdo em figuras (box plot) com indicacdo do menor
valor, do primeiro quartil, da mediana, do terceiro quartil e do maior valor obtido.

Para as varidveis que apresentaram distribuicdo normal, foi realizada ANOVA,
seguida do teste para comparagdes multiplas de Tukey. Os resultados dos atributos neste caso
foram expressos pela média e desvio padrao.

Na anélise do peso e comprimento dos animais, utilizou-se o teste t de Student, e para
a distribuicdo dos sexos, foi empregado o teste exato de Fisher.

O nivel de significancia utilizado foi de 0,05 (Fisher & Belle, 1993).
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4 RESULTADOS

4.1 Peso dos Animais

Tabela 1. Peso dos animais (kg). Média e desvio padrao dos valores observados nos grupos

estudados.

Grupo Peso (kg)
TT 19,7147
ML 17,5+32

Teste t; p=0,37
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>
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Figura 13. Peso dos animais (kg). Média e desvio padrdo dos valores observados nos grupos estudados
(p>0,05).

Comentario geral: ndo houve diferenca entre os grupos com relagao ao peso dos animais.
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4.2 Comprimento dos Animais

Tabela 2. Comprimento dos animais (cm). Média e desvio padrio dos valores observados nos

grupos estudados.

Grupo Comprimento (cm)

TT 104,8 £10,6
ML 97,0+79

Teste t; p=0,18
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Figura 14. Comprimento dos animais (cm). Média e desvio padrdo dos valores observados nos grupos estudados

(p>0,05).

Comentario geral: ndo houve diferenca entre os grupos com relagdo ao comprimento dos
animais.
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4.3 Sexo dos Animais

Tabela 3. Sexo dos animais. Distribuicdo das freqii€ncias absolutas (n) e relativas (%)

observadas nos grupos estudados.

Grupo
Sexo T ML
Macho 3 (50,0) 4 (66,7)
M)
Fémea 3 (50,0) 2 (33,3)
(F)

Teste exato de Fisher; p=0,56
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Figura 15. Sexo dos animais. Distribuicao das propor¢des observadas nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: nio houve diferenca entre os grupos com rela¢ao ao sexo dos caes.
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4.4 Pressao Arterial Média

Tabela 4. Pressdo arterial média (mm Hg). Média e desvio padrao dos valores obtidos ao

longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 105,7 £ 12,9 100,5+ 7,1
60 1132+ 11,5 119,3+12,6
120 112,8 +7,8 122,0+ 7,6
180 1142 +£8,6 120,8 £ 11,0

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,18).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,18).
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Figura 16. Pressdo arterial média (mm Hg). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo nos

grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da pressdo arterial média ndo se alteraram significativamente
entre os grupos e ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.5 Freqiiéncia de Pulso

Tabela 5. Fregiiéncia de pulso (bat.min™). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao

longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 153 +23 150 £ 29
60 162+ 13 152+ 25
120 162+ 15 152 +17
180 156 £ 20 154 £ 17

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,80).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,80).
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Figura 17. Fregiiéncia de pulso (bat.min”). Média e desvio padrio dos valores obtidos ao longo do tempo nos

grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da freqii€ncia de pulso ndo se alteraram significativamente
entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.6 Freqiiéncia Respiratoria

Tabela 6. Fregiiéncia respiratéria (insp.min” ). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao

longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 13£1,0 13+£0,9
60 13£1,0 13+0,5
120 13£0,8 13£0,8
180 13£1,0 13+0,8

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,60).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,60).
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Figura 18. Fregiiéncia respiratoria (insp.min”). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo

nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da freqiiéncia respiratéria nao se alteraram significativamente

entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.7 Volume Corrente

Tabela 7. Volume corrente (ml.kg™). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do

tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 20,3+0,5 19,5 £0,6
60 19,5+ 0,8 19,3+ 1,1
120 19,.9+0,5 194+ 1,1
180 19,7+0,5 19,1 1,0

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,64).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,64).
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Figura 19. Volume corrente (ml.kg™). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo nos grupos

estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores do volume corrente ndo se alteraram significativamente entre
os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.8 Saturacao Periférica da Oxihemoglobina

Tabela 8. Saturacdo periférica da oxihemoglobina (%). Média e desvio padrao dos valores

obtidos ao longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 98,7+0,5 99,0+ 0,0
60 98,8 £ 0,8 98,8+ 0,4
120 98,7 £0,5 98,5+0,8
180 98,5+0,8 98,7+0,5

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,58).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,58).
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Figura 20. Saturacdo periférica da oxihemoglobina (%). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do

tempo nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da saturagcdo periférica da oxihemoglobina nao se alteraram
significativamente entre os grupos e ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.9 Pressao Expiratoéria Final de CO,

Tabela 9. Pressdo expiratoria final de CO, (mm Hg). Média e desvio padrao dos valores

obtidos ao longo do tempo nos grupos estudados.

T Grupo
empo TT ML
(min)

0 33,8%+5,0 353%5,5
60 33,0£52 36,2+5,9
120 33,7+3,8 37,3%+59
180 342+3,5 37,3%6,1

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,58).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,58).
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Figura 21. Pressdo expiratéria final de CO, (mm Hg). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do

tempo nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da pressdo expiratéria final de CO, ndo se alteraram

significativamente entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.10 Pressao Inspiratoria

Tabela 10. Pressdo inspiratéria (cm H,0). Média e desvio padrao dos valores obtidos ao

longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
1;;“11111’)" TT : ML
0 10,2+ 0,4 ¢V 112+18a
B(2)
60 11,0+ 0,9 be 118+13a
A A
120 11,7+0,8 ab 120+1,5a
A A
180 123+0,8a 118+1,7a
A A

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, seguidas de diferentes letras mindsculas, diferem

estatisticamente (p=0,002).

(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, seguidas de diferentes letras maitisculas, diferem

estatisticamente (p=0,002).
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Figura 22. Pressdo inspiratoria (cm H,0). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo nos

grupos estudados (T grupo TT < grupo ML, p<0,05; no grupo TT: Ty < Ty < T120 < T50, p<0,05).

Comentario geral: os valores da pressao inspiratéria no grupo TT foram inferiores aos do
grupo ML apenas no momento inicial, € aumentaram significativamente ao longo do tempo

apenas no grupo TT.
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4.11 Temperatura Timpanica

Tabela 11. Temperatura timpdnica (°C). Média e desvio padrido dos valores obtidos ao longo

do tempo nos grupos estudados.

T Grupo
empo TT ML
(min)

0 37,3+0,7 37,7%£0,5
60 375+£1,0 38,0%+0,5
120 379+ 1,1 38,4+0,6
180 38,4+ 1,2 38,6 £ 0,4

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,69).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,69).
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Figura 23. Temperatura timpdnica (°C). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo nos

grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da temperatura timpanica nio se alteraram significativamente

entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.12 Temperatura Ambiente

Tabela 12. Temperatura ambiente (°C). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo

do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 239+2.1 24,1 £0,7
60 25,1 £2,0 24,6 £0,8
120 25,1 £2,1 249+1,0
180 25,3+25 253+£1,0

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,27).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,27).
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Figura 24. Temperatura ambiente (°C). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo nos

grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da temperatura ambiente ndo se alteraram significativamente

entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.13 Umidade Relativa do Ar Ambiente

Tabela 13. Umidade relativa do ar ambiente (%). Média e desvio padriao dos valores obtidos

ao longo do tempo nos grupos estudados.

T Grupo
empo TT ML
(min)

0 58,4+ 10,8 63,2+£9,3
60 57,3+12,0 619+114
120 57,0+ 10,2 63,5+ 10,2
180 56,8 £ 13,1 63,2%+9,9

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,65).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,65).
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Figura 25. Umidade relativa do ar ambiente (%). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do tempo

nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da umidade relativa do ar ambiente nido se alteraram
significativamente entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.14 Umidade Absoluta do Ar Ambiente

Tabela 14. Umidade absoluta do ar ambiente (mg H,O.I''). Média e desvio padrio dos

valores obtidos ao longo do tempo nos grupos estudados.

T Grupo
empo TT ML
(min)

0 12,6 2,5 13,8 £ 2,1
60 13,2+2,5 14,1 +2,6
120 13,1+2,1 146 +2,0
180 13,1 2,6 14,7+2,0

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,35).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,35).
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Figura 26. Umidade absoluta do ar ambiente (mg H,0.I"'). Média e desvio padrio dos valores obtidos ao longo

do tempo nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da umidade absoluta do ar ambiente ndo se alteraram
significativamente entre os grupos € ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.15 Temperatura dos Gases Inalados

Tabela 15. Temperatura dos gases inalados (°C). Média e desvio padrdo dos valores obtidos

ao longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)

0 23,624 23,9+0,7
60 244+2.4 242+ 1,1
120 24623 245+ 1,0
180 249+2,7 248+ 1,2

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,46).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,46).
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Figura 27. Temperatura dos gases inalados (°C). Média e desvio padro dos valores obtidos ao longo do tempo

nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da temperatura dos gases inalados ndo se alteraram

significativamente entre os grupos e ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.16 Umidade Relativa dos Gases Inalados

Tabela 16. Umidade relativa dos gases inalados (%). Média e desvio padrdao dos valores

obtidos ao longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)
0 11,9 £0,7 12,0£1,2
60 10,5 £0,6 112+1,2
120 10,7 £0,5 11,5+1,3
180 10,6 £0,3 11,0+ 1,0

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,22).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,22).
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Figura 28. Umidade relativa dos gases inalados (%). Média e desvio padrdo dos valores obtidos ao longo do

tempo nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da umidade relativa dos gases inalados ndo se alteraram
significativamente entre os grupos e ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.17 Umidade Absoluta dos Gases Inalados

Tabela 17. Umidade absoluta dos gases inalados (mg H>O.I"). Média e desvio padrdo dos

valores obtidos ao longo do tempo nos grupos estudados.

Grupo
Tempo TT ML
(min)
0 25103 2,6 0,2
60 23+0,4 2,5+0,2
120 24104 2,6+0,2
180 24104 2,5+£0,2

(1) médias dos tempos dentro de cada grupo, ndo diferem estatisticamente (p=0,62).
(2) médias dos grupos dentro de cada tempo, ndo diferem estatisticamente (p=0,62).
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Figura 29. Umidade absoluta dos gases inalados (mg H,O.I'"). Média e desvio padrio dos valores obtidos ao

longo do tempo nos grupos estudados (p>0,05).

Comentario geral: os valores da umidade absoluta dos gases inalados nao se alteraram

significativamente entre os grupos e ao longo do tempo nos grupos estudados.
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4.18 Analise de Microscopia de Luz

O estudo de microscopia de luz foi realizado nas trés areas de bidpsia da mucosa
traqueal (TP — traquéia proximal, TM — traquéia média e TP — traquéia distal) em todos os
animais incluidos neste estudo, totalizando dezoito fragmentos de cada grupo. Pela andlise de
microscopia de luz nota-se que, em ambos os grupos, muitas laminas examinadas
apresentavam aspecto normal, em todos os segmentos estudados, ou seja, epitélio traqueal do
tipo pseudoestratificado cilindrico ciliado, composto por células caliciformes justapostas entre
células ciliadas; ambas repousando sobre uma membrana basal delicada e retilinea, ou
discretamente sinuosa, em algumas dreas. Na lamina propria, delicados feixes de fibras
coldgenas encontravam-se dispostos paralelamente a superficie, entre os quais haviam
agrupamentos esparsos de glandulas seromucosas, alguns foliculos linféides e capilares
(Figura 30). Pela coloracio de hematoxilina-eosina (H&E), as fibras coldgenas ndo se
diferenciaram das fibras elasticas.

Em algumas laminas, foram identificadas alteracdes histologicas em propor¢oes

discretamente distintas entre os grupos de estudo.
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Figura 30. Microscopia de luz, epitélio traqueal normal pseudoestratificado cilindrico ciliado (cdo do grupo TT).
Em A, detalhe da camada epitelial (ce) e da ldmina prépria (Ip) (H&E 40X); em B, detalhe das células ciliadas

(cc) e das células mucosecretoras (cm) contendo secrecdo mucosa (H&E 60X); em C e D, detalhe da membrana
basal bem delimitada (cabecas de setas), alguns capilares (setas continuas) e gldndulas seromucosas (seta

descontinua) presentes na lamina prépria, assim como o tecido conjuntivo (H&E 40X).
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4.18.1 Infiltraciao de polimorfonucleares (PMN) no epitélio

No epitélio, algumas laminas apresentavam infiltracdo varidvel de polimorfonucleares
neutréfilos (PMN). Entretanto, a andlise estatistica ndo identificou diferenca significativa
desse parametro entre os grupos estudados (Tabela 18; Figura 31). Em nenhuma lamina

analisada foram constatadas erosdes, mesmo que superficiais.

Tabela 18. Escore histolégico da infiltragédo de PMN no epitélio. Valores da mediana, 1° e 3°

quartis obtidos ao longo dos segmentos traqueais nos grupos estudados.

Grupo
Segmento
traqueal TT ML
TP 0,0 [0,0; 0,0] 0,0 [0,0; 0,0]
™ 0,0 [0,0; 1,0] 0,0 [0,0; 0,0]
TD 0,0 [0,0; 1,0] 0,0 [0,0; 0,0]

(1) escores de cada segmento representados pelas medianas dentro dos grupos, ndo diferem
estatisticamente (p=1,00).

(2) escores dos grupos representados pelas medianas dentro de cada segmento, nio diferem
estatisticamente (p=0,60).

Figura 31. Escore histologico da infiltracdo de PMN no epitélio. Box plot dos valores obtidos ao longo dos

segmentos traqueais nos grupos estudados (p>0,05).
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Figura 32. Microscopia de luz, infiltrado de PMN (cabecas de setas) no epitélio (A e B — discreto, cdo do grupo

ML; C e D — moderado, cd@o do grupo TT); H&E 40X.
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4.18.2 Infiltracido de polimorfonucleares (PMN) no cérion

No codrion, foi observado infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos (PMN) em
varias laminas de ambos os grupos. Entretanto, a andlise estatistica dos escores obtidos nao
identificou diferenga significativa desse parametro entre os grupos estudados (Tabela 19;

Figura 33).

Tabela 19. Escore histolégico da infiltragido de PMN no cérion. Valores da mediana, 1° e 3°

quartis obtidos ao longo dos segmentos traqueais nos grupos estudados.

S ¢ Grupo
egmento T ML
traqueal
TP 0,0 [0,0; 1,0] 0,0 [0,0; 1,0]
™ 1,0 [1,0; 1,0] 0,5 [0,0; 1,0]
TD 0,5 [0,0; 1,0] 0,5 [0,0; 1,0]

(1) escores de cada segmento representados pelas medianas dentro dos grupos, ndo diferem
estatisticamente (p=1,00).

(2) escores dos grupos representados pelas medianas dentro de cada segmento, nio diferem
estatisticamente (p=0,45).

Figura 33. Escore histologico da infiltracdo de PMN no cérion. Box plot dos valores obtidos ao longo dos

segmentos traqueais nos grupos estudados (p>0,05).
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Figura 34. Microscopia de luz, infiltrado discreto de PMN na lamina prépria (A e B; H&E 40X, cdo do grupo
TT); e de moderada intensidade (C e D; H&E 40X e 60X, respectivamente, cao do grupo ML).
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4.18.3 Congestao
A congestdo foi registrada em laminas de ambos os grupos, com discreto predominio
no grupo TT, porém sem significincia estatistica (Tabela 20; Figura 35). Em nenhuma delas

foi identificada hemorragia.

Tabela 20. Escore histolégico da congestdo. Valores da mediana, 1° e 3° quartis obtidos ao

longo dos segmentos traqueais nos grupos estudados.

S ¢ Grupo
egmento TT ML
traqueal
TP 1,0 [1,0; 1,0] 1,0 [1,0; 1,0]
™ 2,0 [1,0; 2,0] 1,0 [1,0; 1,0]
TD 2,0 [1,0; 2,0] 2,0 [2,0; 2,0]

(1) escores de cada segmento representados pelas medianas dentro dos grupos, ndo diferem
estatisticamente (p=0,69).

(2) escores dos grupos representados pelas medianas dentro de cada segmento, nio diferem
estatisticamente (p=0,84).

Figura 35. Escore histologico da congestdo. Box plot dos valores obtidos ao longo dos segmentos traqueais nos

grupos estudados (p>0,05).
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Figura 36. Epitélio traqueal: congestdo (cabecas de setas) discreta em A (40X), cdo do grupo ML; moderada
intensidade em B (40X), cdo do grupo ML; e intensa em C (40X) e D (60X), cao do grupo TT (Microscopia de
luz, H&E).
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4.19 Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A mucosa traqueal, na maioria das pecas examinadas, apresentou aspecto de
normalidade, com cilios recobrindo toda a extensdo do fragmento. Os cilios apresentaram-se
soltos, direcionados e com distribuicdo regular. Entre as células ciliadas, observaram-se

algumas células caliciformes produtoras de muco (Figura 37).
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Figura 37. Epitélio traqueal normal, cdo do grupo ML. A — visdo do epitélio respiratério em menor aumento; B,
C, D, E e F — grande quantidade de cilios soltos e orientados recobrindo totalmente a superficie mucosa; B e C —
detalhe das reentrincias normais presentes na superficie do epitélio (setas); D — detalhe de uma célula
mucosecretora (cm) sem cilios, posicionada entre as células ciliadas, notar a diferenca de tamanho entre os seus
microvilos e os cilios das células ciliadas; E e F — detalhe da configuracdo normal dos cilios em maior aumento.

MEV (A - 129X; B - 4.055X; C - 5.280X; D — 4.820X; E — 4.630X; F — 6.840X).



53
Resultados

4.19.1 Escore morfolégico da microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Em alguns fragmentos, exclusivamente do grupo TT, foram identificadas pequenas
alteracdoes nos cilios, como desorganizacdo e agrupamento ciliar. Entretanto, a andlise
estatistica dos escores ndo identificou diferenca significativa (Tabela 21; Figura 38). Lesoes
maiores, como dreas de devastacdo ciliar ou ulceracdo epitelial nao foram observadas em

nenhum dos fragmentos estudados.

Tabela 21. Escore morfologico da microscopia eletronica de varredura. Valores da mediana,

1° e 3° quartis obtidos ao longo dos segmentos traqueais nos grupos estudados.

S ¢ Grupo
egmento T ML
traqueal
TP 1,0 [0,0; 1,0] 0,0 [0,0; 0,0]
™ 1,0 [0,0; 1,0] 0,0 [0,0; 0,0]
TD 1,0 [0,0; 0,0] 0,0 [0,0; 0,0]

(1) escores de cada segmento representados pelas medianas dentro dos grupos, ndo diferem
estatisticamente (p=0,83).

(2) escores dos grupos representados pelas medianas dentro de cada segmento, nio diferem
estatisticamente (p=0,58).

Figura 38. Escore morfoldogico da microscopia eletrénica de varredura. Box plot dos valores obtidos ao longo

dos segmentos traqueais nos grupos estudados (p>0,05).
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Figura 39. Epitélio traqueal, cdo do grupo TT. A e B — detalhe da desorganizagdo e desorientagdo dos cilios na
superficie epitelial e de gota de muco (setas) com aspecto normal sendo expelida para a superficie epitelial; C e
D - cilios aderidos formando pequenos agrupamentos (setas); E e F — detalhe da desorientacdo ciliar mais

intensa, além da formac@o de agrupamentos (setas). MEV (A — 2.760X; B — 4.825X; C - 3.500X; D — 4.825X; E
—4.440X; F — 3.885X).
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4.20 Analise de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O estudo morfolégico de microscopia eletronica de transmissdo foi realizado nas trés
areas de bidpsia da mucosa traqueal (TP — traquéia proximal, TM - traquéia média e TP —
traquéia distal) em trés animais de cada grupo do estudo, totalizando nove fragmentos do
grupo TT e nove do grupo ML. A mucosa traqueal, na maioria das pecas examinadas,
apresentou aspecto de normalidade. Na camada epitelial, destacaram-se as células ciliadas, as
células caliciformes ou mucosecretoras, as cé€lulas basais e as células em escova ou brush
cells. As células ciliadas continham cilios inseridos nos seus corpuisculos basais e distribuidos
homogeneamente na superficie celular, citoplasma rico em mitocOndrias, as quais se
encontravam dispostas, principalmente, na por¢do apical, junto aos corpuisculos basais, e
demais organelas como reticulo endoplasmatico rugoso (RER), complexo de golgi e
ribossomos. As células caliciformes, com seu formato em péra, apresentavam numerosos
granulos secretdrios na regido da teca, permanecendo o nucleo e as outras organelas na regiao
basal. Entre as células ciliadas e caliciformes na superficie do epitélio, observavam-se, em
menor nimero células em escova ou brush cells, pequenas células com microvilos altos na
membrana celular apical, mas sem cilios. As células basais indiferenciadas localizavam-se
sobre a membrana basal em disposi¢cdo perpendicular a mesma, ndo atingindo o ldmen,
apresentavam dimensdes menores, € seu nicleo volumoso continha cromatina descondensada.
As células epiteliais mostravam-se justapostas, com jungdes intercelulares do tipo
interdigitacdo e desmossomos. A membrana basal apresentava-se delgada e discretamente
sinuosa. Na lamina propria, identificavam-se feixes de fibras coldgenas e fibras elésticas, as

quais se coravam mais intensamente pelo dcido tanico, e alguns capilares (Figura 40).
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Figura 40. Epitélio traqueal normal, cdo do grupo ML. A — detalhe da camada epitelial (ce), células com nicleos
ovéides (nu), posicionados na regido basal da mesma, e 1dmina prépria (Ip); B — destaque para as células
mucosecretoras (cm) contendo granulos secretérios na regido apical; C — inimeros cilios soltos e orientados em
cortes transversais e longitudinais, implantados nos corpusculos basais; D — célula mucosecretora abrindo-se no
Idmen; E — célula em escova ou brush cells (bc) com microvilos altos ao lado de uma célula ciliada (cc), detalhe
da jun¢do tipo desmossomo (seta continua) entre as células; F — membrana basal delicada e continua (seta
descontinua), lamina prépria com fibras coldgenas e eldsticas. MET (A —2.450X; B — 5.750X; C — 17.000X; D —

13.250X; E — 23.000X; F — 17.000X).
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4.20.1 Escore morfolégico da microscopia eletronica de transmissao (MET)

Em alguns fragmentos analisados, foram identificadas alteracdes
ultraestruturais como desorganizacdo ciliar, alargamento de jun¢des celulares, infiltrado de
células inflamatoérias, e até mesmo vacuolizagdo citoplasmdtica e alteracdo do padrdo
morfolégico normal dos nucleos. Essas alteracdes foram mais relevantes no grupo TT, sendo

identificada diferenca estatistica significativa entre os grupos (Tabela 22; Figura 41).

Tabela 22. Escore morfologico da microscopia eletronica de transmissdo. Valores da

mediana, 1° e 3° quartis obtidos ao longo dos segmentos traqueais nos grupos estudados.

S ¢ Grupo
egmento TT ML
traqueal
TP 1,0 [0,2; 1,8] A® 0,0 [0,0; 0,8] B
™ 2,0[1,2:2,0] A 0,0 [0,0; 0,0] B
TD 1,0 [0,2; 1,8] A 0,0 [0,0; 0,0] B

(1) escores de cada segmento representados pelas medianas dentro dos grupos, ndo diferem
estatisticamente (p=0,40).

(2) escores dos grupos representados pela mediana dentro de cada segmento, seguidos de
diferentes letras maiusculas, diferem estatisticamente (p=0,015).

Figura 41. Escore morfoldgico da microscopia eletronica de transmissdo. Box plot dos valores obtidos ao longo

dos segmentos traqueais nos grupos estudados (grupo TT > grupo ML, p<0,05).
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Figura 42. Epitélio traqueal, cdo do grupo TT. A — desorientagdo e rarefacdo ciliar na superficie epitelial; B, C e
D — alargamento de jungdes celulares (setas), nicleo picnético com cromatina condensada (nu); E e F — detalhe
para vacuolizacdo citoplasmadtica (setas), rarefacdo e desorganizacao ciliar. MET (A — 7.750X; B — 3.250X; C —
5.750X; D — 7.750X; E — 9.750X; F — 13.250X).
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5 DISCUSSAO

5.1 Peso, Comprimento e Sexo dos Animais

Foram utilizados, no experimento, caes de ambos os sexos, com peso entre 15 e 27 kg,
pois nestes as dimensdes do segmento faringolaringeo permitem boa adaptacdo da mdscara
laringea numero 4, de acordo com estudos anteriores (Braz et al., 1999; Martins et al., 2000).
N3ao foram detectadas diferencas significativas entre os grupos com relagdo aos atributos peso,
comprimento e sexo dos animais, confirmando a homogeneidade na constituicdo dos grupos

de estudo.

5.2 Pressao Arterial Média e Freqiiéncia de Pulso

Foi observada estabilidade hemodinidmica em ambos os grupos, dados estes
confirmados pelos valores adequados de pressdo arterial média e freqiiéncia de pulso, os quais
ndo se alteraram, significativamente, tanto ao longo do tempo como entre os grupos
estudados.

Embora o tubo traqueal ainda seja considerado por muitos como o método “gold
standard” para manutencdo da permeabilidade das vias aéreas durante anestesia e em
situacOes emergenciais, a utilizacdo de sondas supragléticas alternativas, como a mdscara
laringea, vem aumentando, progressivamente, em virtude da ndo necessidade de laringoscopia
para a sua inserc¢do, causando menor estresse e repercussdes hemodindmicas ao organismo,
fato este extremamente benéfico, particularmente nos pacientes com doengas cardiovasculares
(Dahaba et al., 2006). A insercio da madscara laringea produz menor repercussao
hemodinamica, devido a menor liberagdo de catecolaminas, do que a intubacdo traqueal.
Além disso, a estimulagdo de proprioceptores durante a realizacdo da laringoscopia, para

insercdo do tubo traqueal, induz a hipertensdo arterial, taquicardia e elevacdo nos niveis de
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catecolaminas, proporcional a intensidade do estimulo realizado na base da lingua. As
alteracdes hemodinamicas e a liberacdo de catecolaminas podem ser duas vezes mais intensas
durante a insercdo do tubo traqueal quando comparadas a da mdscara laringea (Oczenski et
al., 1999).

Bennett et al. (2004) realizaram estudo prospectivo randomizado em 27 pacientes com
doenca coronariana durante a cirurgia de revascularizacdo, comparando a insercdo do tubo
traqueal a da méscara laringea, e demonstraram menor elevacdo nos niveis pressoricos, bem
como da freqiiéncia cardiaca com a utilizacdo da madscara laringea, garantindo melhor
estabilidade cardiovascular, sem necessidade de interven¢ao farmacolégica.

Kihara et al. (2003), comparando os efeitos hemodinamicos da laringoscopia e
intubacdo aos da insercdo da mdscara laringea em pacientes normotensos e hipertensos,
concluiram que a resposta cardiovascular foi atenuada com a utilizagdo da mdascara laringea
apenas no grupo de individuos hipertensos.

No presente estudo, os animais foram anestesiados com pentobarbital sdédico,
anestésico venoso do grupo dos oxibarbituratos. A escolha do pentobarbital sédico deveu-se a
sua ampla utilizacdo em anestesia de experimentacdo animal, permitindo plano anestésico
seguro e adequado, principalmente quando utilizado sob infusdo continua, evitando assim
efeitos hemodindmicos indesejdveis (Nascimento et al., 1995; Van der Linden et al., 2000;
Chiba & Tsuboi, 2001). Além disso, as determinagdes hemodinamicas foram feitas em
momentos distantes da inser¢do do tubo traqueal e da mascara laringea, com a finalidade de
verificar a estabilidade desses pardmetros ao longo do estudo e ndo para constatar possiveis

alteracOes resultantes da inser¢do da canula.
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5.3 Freqiiéncia Respiratéoria, Volume Corrente, Saturacdo Periférica de
Oxihemoglobina, Pressao Expiratoria Final de CO; e Pressao Inspiratoria

Uma das preocupacOes iniciais com a utilizacdo da mdscara laringea foi a
possibilidade de escape de ar sem a manutencdo de selo adequado, com prejuizo dos
parametros respiratdrios, aliado ao risco de aspiracdo de secre¢des para traquéia e pulmoes.
Essa restri¢do a sua utilizacdo foi, ao longo dos anos, sendo reconsiderada, tendo em vista as
inimeras publicacdes com o emprego desse tipo de sonda em diversos procedimentos
cirirgicos, como obstétricos e gastrointestinais, em adultos e criancas (Maltby et al., 2002;
2003; Lim et al., 2007; Sinha et al., 2007), e ainda em cirurgias otorrinolaringolégicas e de
cabeca e pesco¢o, 0s quais, comumente, cursam com manipulacdo e sangramento nas vias
aéreas (Brimacombe & Berry, 1995; Hatcher & Stack, 1999; Rehberg et al., 2007; Cheong et
al., 2008; Martin-Castro & Montero, 2008). Esses autores t€m registrado pardmetros
respiratorios dentro da normalidade com a utilizacdo da mdscara laringea, confirmando que a
mesma garante selo adequado. Particularmente nas criancas, a tnica ressalva, segundo Flick
et al. (2008), seria a utilizacdo da mdscara laringea na vigéncia de infec¢des das vias aéreas
ou infeccao recente, predispondo maior incidéncia de laringoespasmo.

Os resultados dos pardmetros respiratorios no presente estudo confirmaram a eficicia
da madscara laringea na manutencdo da permeabilidade das vias aéreas com selo adequado,
podendo-se observar que, tanto nos animais que utilizaram sondas endotraqueais
convencionais (Grupo TT) como nos animais ventilados com a mdscara laringea (Grupo ML),
foram detectados valores muito proximos e satisfatorios de freqii€ncia respiratdria, volume
corrente, saturacdo periférica de oxihemoglobina e pressdo expiratdria final de CO,, sem
alteragOes significativas desses atributos ao longo dos momentos do experimento.

Com relagdo a pressdo inspiratdria, valores discretamente inferiores foram registrados

nos animais do grupo TT logo no momento inicial do experimento, aumentando
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significativamente ao longo do tempo neste grupo; entretanto, em nenhum momento, foram
observadas redugdes importantes nos niveis da saturacdo periférica de oxihemoglobina. A
obtencdo de valores adequados e estdveis da pressdo inspiratdria no grupo ML comprova que
ndo houve comprometimento do selo nem aumento da resisténcia pulmonar nos animais
ventilados com a madscara laringea. Por outro lado, o aumento progressivo dos valores da
pressdo inspiratéria apenas nos animais ventilados com tubo traqueal, ao longo do
experimento, poderia ser atribuido a maior resisténcia pulmonar, secundéria a exposi¢cao das
vias aéreas inferiores a gases sob piores condi¢des de aquecimento e umidificagdo, uma vez

que esses resultados ndo foram observados nos animais ventilados com a mdscara laringea.

5.4 Temperatura Timpanica

A hipotermia durante anestesia pode predispor as alteragdes cardiovasculares, como
arritmia e bradicardia, além de aumento no consumo de oxigénio e até mesmo hipdxia
tecidual, com conseqiiente acidose metabdlica (Sessler, 1990). Torna-se, assim, importante o
controle da temperatura corpérea durante os procedimentos anestésicos. Para esta finalidade,
durante todo o experimento, os animais foram aquecidos com manta térmica descartdvel,
também utilizada na rotina hospitalar, tanto nas salas cirtirgicas como na recuperagao
anestésica. A eficdcia desse método na prevencdo da hipotermia durante anestesia tem sido
comprovada (Vanni et al., 2003).

Durante procedimentos cirdrgicos, o paciente € vulnerdvel a hipotermia facilitada por
véarios fatores, como a acdo depressiva central dos agentes anestésicos sobre os centros
hipotalamicos termorreguladores, a exposi¢do ao ar condicionado na sala cirdrgica, a infusdao
de fluidos ndo aquecidos, a exposi¢do de visceras a baixas temperaturas do ar ambiente, a
utilizagdo de aparelhos de ventilacdo mecédnica sem sistema de aquecimento dos gases

inalados, e o uso de substancias volateis na assepsia, dentre outros fatores. Na tentativa de se
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evitar a hipotermia, além do uso das mantas térmicas conectadas a aquecedores de ar, medidas
adicionais tém sido preconizadas como aquecimento dos fluidos a serem infundidos e uso de
umidificadores aquecidos e de permutadores de calor e de umidade acoplados ao sistema de
ventilacdo (Bisinotto et al., 1999; Vanni et al., 2003). A manta térmica foi utilizada no
presente experimento, pois embora nao fosse possivel enriquecer os gases inalados com calor
e umidade, era preciso evitar a hipotermia.

De acordo com Sessler (1990), a temperatura timpanica e a temperatura esofagica
inferior sdo bons indicadores da temperatura central. Sendo assim, nesta pesquisa, optou-se
pelo registro da temperatura timpanica por ser método pratico, confidvel e ndo invasivo, além
de evitar a presenca do termOmetro proximo ao segmento avaliado da via aérea, no caso de
obtencdo da temperatura esofdgica inferior.

Os valores da temperatura timpanica dos animais obtidos ao longo do experimento
mostraram-se estdveis e proximos da normalidade (38 — 39°C) em ambos os grupos, nido

apresentando diferenca estatistica significativa.

5.5 Temperatura, Umidade Relativa e Umidade Absoluta do Ar Ambiente

Perdas caldricas durante a anestesia podem ocorrer por condugdo, evaporacdo,
conveccdo e radiacdo, sendo estas duas udltimas responsdveis por 70 a 80% da perda total de
calor. Neste contexto, é de interesse assinalar que parece haver correlacdo linear entre os
valores da temperatura ambiente e os da temperatura do paciente sob procedimento anestésico
(Tollofsrud et al., 1984). Estes dados mostram a importancia de se fazer o registro e o
controle da temperatura ambiente.

No presente estudo, todos os experimentos foram realizados numa mesma época do
ano. Assim, os animais foram expostos a condi¢des climaticas ambientais muito semelhantes

e satisfatdrias, ou seja, temperatura ambiente ao redor de 25°C, umidade relativa préxima aos
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60% e umidade absoluta entre 12 e 14 mg HO.I™", condi¢des estas imprescindiveis para o
estudo da real influéncia da diferenca no condicionamento dos gases inalados sobre a mucosa

traqueal. Ndo houve diferencga estatistica significativa entre os dois grupos nestes parametros.

5.6 Temperatura, Umidade Relativa e Umidade Absoluta dos Gases Inalados

Os valores da temperatura dos gases inalados permaneceram, durante todo o
experimento, ao redor de 24 °C, sem diferenca estatistica significativa entre os grupos, valores
esses muito préximos aos obtidos para a temperatura ambiente. Segundo Torres (1995),
parece haver boa correlagcdo entre a temperatura ambiente e a temperatura dos gases inalados,
devido ao baixo isolamento térmico dos tubos e conexdes que conduzem o ar inspirado até o
paciente.

Em relacdao a umidade dos gases inalados, hd que se considerar ndo ter sido utilizado,
intencionalmente, suporte adicional de umidificacio nem sistema de reinalacdo; em
conseqiiéncia, os valores deste atributo mantiveram-se baixos, sendo registrados niveis de
umidade relativa entre 10% e 12% e de umidade absoluta em torno de 2,5 mg H,O0.1"". Em
experimento prévio, apesar de valores discretamente mais elevados de umidade dos gases
inalados, tanto relativa (20%) como absoluta (6 mg HzO.l'l), foi demonstrado,
quantitativamente, a real participacdo segmentar da laringe e traquéia proximal no processo de
condicionamento dos gases, com valores, significativamente, mais elevados de umidade
absoluta dos gases na traquéia dos animais ventilados com méscara laringea (23 mg H,O.I'"),
quando comparados aos ventilados com tubo traqueal (14 mg H,0.I'") (Dias et al., 2005).

O fato de a umidade dos gases inalados ter sido inferior a do ar ambiente pode ser
atribuido tanto ao alto fluxo de gases frescos utilizado na ventilagdo dos animais (5 L.min™"),
como também ao sistema de ventilagdo sem reinalacdo dos gases (Gorayb et al., 2004). Em

estudo prévio realizado com pacientes anestesiados, Henriksson et al. (1997) analisaram as
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diferencas na temperatura e na umidade dos gases inalados utilizando diferentes fluxos de
gases (menores que 1, 2 e 5 L.min"). Esses autores observaram valores mais baixos de
temperatura e de umidade dos gases inalados no grupo de individuos ventilados com alto
fluxo de gases (5 L.min"), indicando que este fluxo ventilatério propicia resfriamento e

ressecamento dos gases inalados.

5.7 Resultados Morfolégicos

Um dos beneficios da utilizacdo da mdscara laringea, até pouco tempo desconhecido, é
o de facilitar as trocas de calor e de umidade entre os gases inalados e a mucosa do segmento
laringotraqueal, a qual permanece livre do contato com a canula, uma vez que este dispositivo
fica posicionado na regidao supraglética. Essa vantagem foi, previamente, demonstrada por
meio da determinacdo quantitativa de valores mais elevados de umidade e temperatura do ar
traqueal em cdes ventilados com a mdscara laringea, quando comparados aos ventilados com
tubo traqueal (Dias et al., 2005). Entretanto, ao término desse experimento, ndo ficou claro se
esses valores de calor e de umidade, acrescidos aos gases inalados, eram suficientes para
proteger o epitélio respiratério de eventuais danos provocados pela inalacdo de gases pouco
condicionados.

Essa ddvida poderia ser esclarecida por meio de andlises morfoldgicas
complementares do epitélio respiratorio exposto a essas condi¢cdes. No entanto, nesse primeiro
trabalho, esse tipo de estudo ndo foi possivel, dada a necessidade constante de manipulacdo
das vias aéreas, incluindo a realizacdo de traqueotomia, através da qual foram realizadas as
coletas das amostras do ar traqueal e afericoes das medidas de temperatura e de umidade. O
orificio da traqueotomia era mantido ocluido durante todo o experimento, utilizando-se uma
esponja de latex obliteradora. Esta, no entanto, era removida e substituida por canula de

traqueotomia inserida em sentido retrégrado, com sua extremidade distal voltada para a regido



66
Discussdo

cefdlica do animal, sendo insuflado o seu balonete de forma a garantir coleta exclusiva do ar
inalado, sem contamina¢do da amostra pelo ar expirado.

No estudo atual, a anélise morfoldgica da via aérea foi o principal objetivo e, sendo
assim, o segmento traqueal ndo foi manipulado até o término do experimento, permitindo as
avaliacdes microscopicas das dreas de bidpsia.

O estudo morfolégico abrangeu fragmentos de bidpsia da traquéia proximal, média e
distal, correspondendo aos locais expostos aos gases inalados, abaixo da extremidade distal
das canulas. De acordo com Hare (1986), a traquéia do cdo possui em torno de 40 anéis
cartilaginosos, grande parte deles dispostos na regidao cervical, facilitando assim o acesso e a
realizacdo das bidpsias. A traquéia proximal corresponde aos primeiros anéis (5° ou 6° anéis),
a traquéia média ao redor do vigésimo anel traqueal e a traquéia distal entre os 38° e o 39°
anéis traqueais.

Diversas pesquisas experimentais tém registrado danos ao epitélio respiratério pela
inalacdo de gases pouco condicionados. Entretanto, em muitas situagdes, sdo relatadas
extensas lesdes do trato respiratério pela exposicdo dos animais a inalacdo de gases sob
condi¢des criticas de calor e de umidade por longos periodos, situacdes estas pouco

observadas na prética clinica didria (Williams et al., 1996; Bisinotto et al., 1999).

5.7.1 Microscopia de luz

O experimento teve duracdo de trés horas, sendo assim, os pardmetros histologicos
analisados foram relacionados ao possivel desenvolvimento de processo inflamatério agudo,
como a migracdo de polimorfonucleares neutréofilos (PMN) para o epitélio e cdrion, congestao
e hemorragia.

A inflamagdo é uma reacdo complexa, que consiste de respostas vasculares, migracao

e ativacdo de leucdcitos. A principal caracteristica do processo € a vasodilatacdo, que leva ao
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acimulo de fluido e migracdo de leucdcitos para os tecidos extravasculares. A resposta
inflamatoéria é fundamentalmente um mecanismo de defesa, cujo objetivo final € a eliminacao
da causa inicial da lesdo celular e das conseqiiéncias de tal lesdo (processo de reparo tecidual).
Diversos tecidos e células estdo envolvidos nessas reacdes, incluindo o fluido e as proteinas
do plasma, neutréfilos, mondcitos, linfécitos, eosindfilos, baséfilos e plaquetas (Montenegro
& Fecchio, 1999).

A inflamacdo aguda inicia-se rapidamente, em alguns segundos ou minutos, € tem
duracdo relativamente curta de minutos, horas ou dias. Apresenta como principais
caracteristicas a exsudacdo de fluidos e proteinas plasmadticas, e a migracdo de leucdcitos,
predominantemente neutréfilos. Possui trés estdgios principais, sendo eles: alteracdes no
calibre dos vasos, com aumento do fluxo sangiiineo; altera¢des estruturais na microcirculacdo
(com conseqiiente extravasamento de proteinas plasmadticas); e migracdo e aciumulo de
leucécitos da microcirculacdo no foco da lesdo. O edema intercelular, caracteristica do
processo inflamatdrio agudo, corresponde ao excesso de fluido no intersticio ou nas cavidades
serosas, sendo composto tanto por exsudato (fluido inflamatério extravascular com alta
concentracdo de proteinas e fragmentos celulares) como por transudato (fluido com pequeno
teor protéico).

Normalmente, as proteinas plasmaticas e as células circulantes estdo represadas no
interior dos vasos e se movem na dire¢do do fluxo sangiiineo. Na inflamacao, os vasos sofrem
véarias alteragdes que visam facilitar o movimento de proteinas plasmdticas e células
sangiiineas da circulagdo para o local da agressdo. Essas alteracdes obedecem a seguinte
seqiiencia de eventos: inicialmente ocorre vasodilatacdo, especialmente das arteriolas (uma
das primeiras manifestacoes da inflamacdo aguda), seguida da abertura de novos leitos
capilares (induzida pela acdo na musculatura lisa vascular de vdarios mediadores,

especialmente a histamina, as prostaglandinas e o 6xido nitrico), € aumento substancial na
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permeabilidade vascular, extravasamento de fluido rico em proteinas para o tecido
extravascular, aumento na concentra¢do de hemadcias no interior dos vasos de menor calibre e
conseqiiente aumento da viscosidade do sangue. Esse evento pode ser registrado ao
microscopio de luz, por meio do qual constatam-se pequenos vasos dilatados e repletos de
hemdcias em seu interior, além de aglomerado de células inflamatdrias, em especial
neutréfilos. Estes se acumulam ao longo do endotélio vascular, aderem-se a0 mesmo por meio
de moléculas de adesdo e migram por diapedese através da parede vascular para o intersticio
sob a influéncia de agentes quimiotaticos (Kumar et al., 2005).

Analisando as alteracdes histoldgicas registradas na presente pesquisa, observa-se que
houve predominio de processo inflamatério agudo, com infiltrado de PMN no epitélio e
congestdo na lamina prépria, em ambos os grupos, discretamente mais relevantes nos animais
do grupo TT, ou seja, ventilados com tubo traqueal, embora as diferencas nao tenham sido
significantes. Ja o infiltrado de PMN no cérion foi detectado igualmente nos dois grupos do
estudo, de forma discreta, na maioria das vezes. O fato do processo inflamatério de grau leve
ter sido constatado em fragmentos de bidpsias de ambos os grupos de estudo, embora,
discretamente mais intenso no grupo TT, ndo permite afirmar que tais alteragdes decorreram
das condi¢des desfavoraveis de calor e de umidade dos gases inalados nesse grupo de estudo,
uma vez que ndo houve diferencga estatisticamente significante. Provavelmente, a duracdao do
experimento contribuiu para tais resultados, os quais poderiam ter sido mais relevantes caso a
exposicdo da mucosa respiratoria as condi¢des precdrias de condicionamento dos gases
tivesse sido mais prolongada.

Hemorragia e erosdo epitelial ndo foram constatadas em nenhum animal de ambos os
grupos. A auséncia de erosdo epitelial ja era esperada, uma vez que esse tipo de lesdo €
registrada em situacdes de maior agressdo ao epitélio, como nas dreas de contato dos

balonetes das canulas de ventilacdo, regides estas ndo incluidas nas andlises deste estudo.
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Alguns autores estudaram, exaustivamente, os danos epiteliais causados pelos balonetes das
canulas orotraqueais e da mdscara laringea, mesmo com a utilizagdo de baixas pressoes
intracuff (Martins et al., 2000; Castilho et al., 2003; Martins et al., 2004; Abud et al., 2005).
Nesses estudos, a erosdo superficial do epitélio respiratério pode ser identificada com
detalhes, havendo, em alguns casos, extensas dreas de devastacdo ciliar na cobertura mucosa.
Castilho er al. (2003), em estudo experimental com caes, realizaram andlise de microscopia
eletronica de varredura da mucosa traqueal no local de contato com o balonete da canula,
utilizando, em um grupo de animais, pressao no balonete de 25 cm H,O, e no outro grupo,
pressdo de “selo” de 13 cm H,O (pressdo minima que permitia a ventilacao artificial). Os
autores observaram, em ambos 0s grupos, lesdes epiteliais como édreas de desorganizacdo e
devastacdo ciliar, demonstrando que, mesmo com niveis muito baixos de pressdo no interior
do balonete, o contato com a mucosa traqueal propicia o desenvolvimento de alteragcdes
morfolégicas no epitélio respiratério, mesmo que superficiais.

As andlises morfoldgicas nas dreas de contato do balonete da mascara laringea com a
mucosa da faringolaringe mostram lesdes menos intensas quando comparadas as do epitélio
respiratério. A explicacdo reside no fato de que o epitélio pavimentoso estratificado que
recobre a regido da hipofaringe e partes da regido supragldtica parece ser mais resistente que o
epitélio traqueal aos processos isquémicos, sendo que o pregueamento da mucosa torna-o
também mais distensivel e adaptado a receber o bolo alimentar (Abud et al., 2001; Martins et
al., 2000, 2001). Mesmo com a utilizacdo de elevadas pressdes no interior do balonete da
madscara laringea, ao redor de 235 mm Hg, Martins ef al. (2000) registraram lesdes discretas

na mucosa do segmento faringolaringeo de caes.
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5.7.2 Microscopia eletronica

O estudo complementar de microscopia eletronica foi realizado visando detectar e
analisar possiveis detalhes morfolégicos no epitélio respiratdrio, dificilmente identificados
apenas a microscopia de luz. Sendo assim, foi incluido o exame de microscopia eletronica de
varredura, para andlise da superficie epitelial, e de transmissdo, para andlise ultraestrutural do

epitélio traqueal.

5.7.2.1 Microscopia eletronica de varredura

O epitélio respiratério traqueal normal, examinado ao microscopio eletronico de
varredura, apresenta-se recoberto por grande numero de cilios em toda sua extensao,
assemelhando-se a vista panordmica de um gramado. Aos maiores aumentos, € possivel
identificar detalhes do formato desses cilios, como projecdes lineares digitiformes, uniformes,
soltas, bem orientadas, acompanhando as discretas reentrancias da superficie do epitélio.
Entre as células ciliadas, encontram-se dispostas algumas células sem cilios, contendo
microvilos curtos na regido apical, correspondendo as células mucosecretoras, produtoras de
muco, o qual liberado na superficie do epitélio, reveste toda a mucosa respiratdria, sendo
fundamental ndo s6 no processo de transporte mucociliar, mas também no condicionamento
dos gases durante sua passagem pelas vias aéreas. Em determinados locais, pode-se identificar
a presenca de pequenos acumulos de secrecdo mucdide sobre as regides apicais dos cilios,
visualizados como filamentos de muco.

O aspecto normativo descrito acima foi identificado em extensas dreas de ambos os
grupos deste estudo. Entre as principais alteracdes observadas pelo exame de microscopia
eletronica de varredura, ganharam destaque o agrupamento ciliar e a desorganizacdo na
disposicdo dos cilios da superficie epitelial. Tais alteracdes, atribuidas as baixas condicdes de

umidade dos gases inalados, podem ser observadas em situacdes em que 0 muco encontra-se
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mais espesso e desidratado, facilitando a aderéncia entre os cilios, como j4 havia sido descrito
por outros autores (Bisinotto et al., 1999). No presente estudo, a prevaléncia dessas alteragdes
no grupo TT poderia ser atribuida as condi¢des menos favordveis de condicionamento dos
gases inalados nesse grupo de estudo. Entretanto, a andlise dos escores semiquantitativos nao
demonstrou diferenca estatistica significativa entre os animais ventilados com tubo traqueal e
os ventilados com a madscara laringea, ndo permitindo estabelecer relacdo causal entre as
varidveis.

A semelhanca dos resultados da microscopia de luz, acredita-se que o periodo,
relativamente curto, no qual os cdes permaneceram sob ventilacdo mecanica, ndo permitiu a
ocorréncia de alteracdes mais relevantes que resultassem em diferencga estatistica dos escores.
Danos epiteliais maiores, como devastagado ciliar extensa ou ulceracio do epitélio, ndo foram
registrados em nenhum dos grupos.

Em algumas situagdes clinicas em que os gases inalados atingem diretamente a
traquéia, sem antes passar pela cavidade nasal, considerada o grande aquecedor, como no
paciente sob intubacdo traqueal, traqueotomizado ou laringectomizado, o trato respiratorio
perde grande quantidade de &4gua e calor, o que pode predispor a danos ao epitélio
respiratério, como destrui¢do dos cilios, alteracdo na composicdo do muco, diminui¢do do
surfactante e discinesia ciliar, prejudicando o transporte mucociliar (Chalon et al., 1972;
Tsuda et al., 1977; Chalon et al., 1979; Shelly et al., 1988; Williams et al., 1996). Nos
pacientes sob ventilacdo mecénica, medidas preventivas t€ém sido preconizadas como a
interposicdo de permutadores de calor e umidade (HME) no sistema ventilatorio. Nesse
sentido, Bisinotto et al. (1999) realizaram estudo experimental em caes com andlise conjunta
de microscopia eletronica de varredura do epitélio traqueobronquico, para determinar o efeito
da utilizagcdo do permutador de calor e umidade (HME) em sistemas de ventilacio com e sem

reabsorcdo de CO,, utilizando baixo e alto fluxo de gases frescos. Os autores registraram, nos
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animais ventilados em circuito sem reinalacdo de CO,, sem HME e com alto fluxo de gases,
importantes alteracdes na superficie traqueal como modificagdo na arquitetura das gotas de
muco, incluindo variagdes no formato, no tamanho e ruptura das mesmas. Alteracdes ciliares
também foram constatadas pelos autores, como aderéncia, formando pequenos agrupamentos,
decorrentes das alteracdes osmoticas do muco, as quais podem ocorrer precocemente, antes
mesmo do desenvolvimento de lesdes histologicas no epitélio respiratério, secunddrias a
inalacdo de gases mal condicionados. Achados semelhantes foram observados no presente

estudo, especialmente relacionados as alteragdes ciliares.

5.7.2.2 Microscopia eletronica de transmissao

O estudo de microscopia eletronica de transmissdao (MET) foi acrescido a esta
pesquisa, visando desvendar detalhes ultraestruturais do epitélio respiratério, imperceptiveis
ao microscopio de luz e ao microscépio eletronico de varredura (Zagalo et al., 2001). Assim,
pela MET pode-se observar que, no epitélio respiratério normal, as células ciliadas
apresentam indmeros cilios, cada um dos quais implantados nos seus respectivos corpusculos
basais. Aos cortes transversais, percebe-se junto a sua base, que cada cilio é composto por
nove pares de microtibulos periféricos e um par central, dispostos paralelamente uns aos
outros, como visualizado nos cortes longitudinais. Entre as células ciliadas, estao presentes as
células mucosecretoras, cujo citoplasma € rico em granulos de muco dispostos,
principalmente, na por¢do apical, prontos para serem expulsos para o limen. Além das células
ciliadas e caliciformes, em nimero bem menor, identificam-se pequenas células colunares e
estreitas com microvilos altos, porém sem cilios, correspondendo as células em escova ou
brush cells. As células epiteliais mantém contato intimo entre si por meio de juncdes celulares

do tipo interdigitacdo e desmossomos, responsdveis pela adesdo intercelular. Todas estas

células tém origem a partir das células basais, de aspecto mais indiferenciado, com ntcleos
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grandes e formato ovdide, cromatina descondensada e citoplasma rico em organelas, sinais
estes indicativos de intensa atividade celular. As células basais estdo dispostas sobre uma
delicada membrana basal que separa o epitélio da ldmina propria, apresentando-se continua e
discretamente sinuosa. Na lamina propria, podem-se visualizar pequenos vasos e
agrupamentos glandulares, feixes de fibras eldsticas e coldgenas.

Em ambos os grupos, o aspecto normal do epitélio respiratério pelo exame de MET
esteve presente em diversas dreas; no entanto, foram registradas importantes alteracdes
ultraestruturais mais marcantes nos animais ventilados com tubo traqueal. Dentre essas,
destacaram-se desorganizacdo na disposi¢cdo dos cilios, alargamento de jungdes celulares,
infiltrado de células inflamatérias no epitélio, vacuolizacdo citoplasmatica e alteracao do
padrao morfolégico normal dos nicleos, mostrando-se picnéticos, com contorno irregular e
condensacdo da cromatina. As alteracdes registradas foram mais relevantes nos animais
ventilados com o tubo traqueal, resultado este comprovado pela anélise estatistica dos escores.
Em nenhum animal de ambos os grupos, foram observadas alteragdes na membrana basal.

Algumas das alteragdes ultraestruturais foram observadas exclusivamente no grupo
TT, como vacuolizagcdo citoplasmdtica e alteracdes no formato dos nucleos. Esses sinais
morfolégicos de sofrimento e morte celular, somente foram passiveis de serem identificados a
partir do estudo de microscopia eletronica de transmissdo, ressaltando a importancia da
inclusdo dessa andlise na presente pesquisa. Quanto a morte celular, € possivel diferenciar
dois tipos: a apoptose ou morte celular programada tipo 1, caracterizada pela condensacdo da
cromatina nuclear e preservagao das organelas citoplasmatica, e a morte celular autofdgica ou
morte celular programada tipo II, que exibe extensa degradacdo autofdgica do citoplasma,
tornando-o vacuolizado, o que precede a destrui¢do nuclear. Estes dois tipos de morte celular
podem ocorrer no mesmo tecido. Durante a apoptose, além da condensacdo da cromatina,

ocorre reducdo do volume nuclear, tornando-se picndtico, havendo, por fim, a fragmentagao



74
Discussdo

do nicleo (cariorexe) (Bursch et al., 2000; Kroemer et al., 2005; Levine & Yuan, 2005;
Tardito et al., 2006).

Analisando, conjuntamente, as alteragdes morfolégicas deste trabalho, pode-se
constatar que o estudo de microscopia de luz foi importante na identificagdo do processo
inflamatério, tanto no epitélio como na lamina prépria, detectando infiltrado de células
inflamatodrias e congestdao vascular em diferentes graus; todavia, foi insuficiente para detectar
alteracoes intracelulares e detalhes da superficie do epitélio respiratério. Em contra partida, o
estudo de MEV detectou peculiaridades da configuracdo ciliar, como desorganizacdo e
agrupamento. Da mesma forma, o estudo de MET possibilitou a deteccdo de importantes
alteracdes ndo identificadas pelas técnicas anteriores, como edema intercelular, representado
pelo alargamento das jungdes celulares e modificacio na estrutura dos desmossomos,
perdendo sua propriedade de adesdo intercelular, alteragdes citoplasmaticas e nucleares, além
de detalhes da membrana basal. Ressalta-se, assim, a importancia da utilizagdo conjunta de
vérias técnicas morfoldgicas para o estudo de danos epiteliais.

E importante salientar que as alteracdes acima descritas, registradas nesse trabalho,
foram focais e superficiais, sendo assim, provavelmente, ndo implicariam em repercussdes
clinicas aos animais, levando em consideracdo o elevado poder de regeneracdo do epitélio
respiratdrio e o curto periodo de exposicao.

Dentre as limitacoes desse estudo deve-se ressaltar, primeiramente, o elevado fluxo de
gases frescos utilizado, propositalmente, na ventilacio dos animais (5 L.min™"), para obtencio
de condi¢des insatisfatorias de umidificacdo dos gases, condi¢do esta pouco utilizada na
pratica clinica, dando-se preferéncia ao médio (2 L.rnin'l) e baixo fluxo (1 L.min™"), os quais
propiciam maior umidade absoluta dos gases ao atingirem os pulmdes. Outro ponto a ser
considerado, € a localizagdo da extremidade do tubo na traquéia proximal, visando reproduzir

0 experimento prévio, uma vez que, na rotina da intuba¢do endotraqueal, esta € posicionada
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mais inferiormente, limitando ainda mais o segmento traqueal do contato com os gases, fato

este que poderia predispor a maiores lesdes no epitélio respiratorio.
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6 CONCLUSAO

Nos animais ventilados com elevado fluxo de gases frescos e sob baixa umidade
absoluta, com a méscara laringea foram constatadas menores alteracdes morfoldgicas, quando
comparados aos animais ventilados com o tubo traqueal, fato este atribuido ao possivel papel

protetor do segmento laringotraqueal a inalagdo de gases pouco condicionados.
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8 APENDICES

Tabela 23. Peso, comprimento e sexo dos animais nos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML
Cao Peso Comp. Sexo Peso Comp. Sexo
(kg) (cm) (M/F) (kg) (cm) (M/F)
1 15 102 F 21 105 M
2 23 108 M 22 106 M
3 27 124 M 15 92 M
4 15 93 M 15 90 F
5 20 100 F 15 88 F
6 18 102 F 17 101 M

M = Macho, F= Fémea



86
Apéndices

Tabela 24. Valores da pressao arterial média (PAM) e da freqiiéncia de pulso (FP) obtidos ao

longo do tempo nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML

Cao Tempo PAM FP PAM FP
(min) (mm Hg) (bat.min'l) (mm Hg) (bat.min’l)

1 0 101 153 90 181

60 109 162 133 176

120 105 176 126 179

180 114 162 112 176

2 0 84 151 96 151

60 96 142 110 150

120 110 136 111 135

180 121 123 107 152

3 0 121 176 104 157

60 128 176 115 176

120 122 166 121 162

180 107 155 133 157

4 0 109 176 102 140

60 109 166 128 146

120 104 155 133 147

180 104 144 132 139

5 0 104 114 111 99

60 113 151 129 107

120 115 166 124 133

180 127 169 126 131

6 0 115 146 100 171

60 124 174 101 157

120 121 176 117 157

180 112 181 115 167
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Tabela 25. Valores da freqiiéncia respiratéria (FR), do volume corrente (VC) e da saturacao

periférica da oxihemoglobina (SpO,) obtidos ao longo do tempo nos animais dos grupos TT e

ML.

Grupo
TT ML
Cao Tempo FR VC SpO; FR vVC SpO;
(min) (insp.min) (mlkg") (%) | (insp.min?) (mlkg") (%)
1 0 15 20,0 99 13 20,0 99
60 13 19,3 98 14 20,0 99
120 13 19,3 98 14 20,0 98
180 13 19,3 98 14 20,0 98
2 0 12 20,0 98 13 19,1 99
60 12 19,6 99 13 18,6 99
120 12 20,0 99 13 18,2 99
180 13 19,6 98 13 17,7 99
3 0 11 20,0 99 12 18,7 99
60 11 20,0 99 14 20,0 98
120 12 19,6 98 14 20,7 97
180 11 20,4 98 14 20,0 98
4 0 12 21,3 99 14 20,0 99
60 13 18,0 100 13 20,0 99
120 12 20,7 99 14 20,0 99
180 14 20,0 100 13 19,3 99
5 0 13 20,5 99 12 19,3 99
60 13 20,0 99 13 17,3 99
120 13 19,5 99 12 18,0 99
180 13 20,0 99 12 18,0 99
6 0 13 20,0 98 14 20,0 99
60 14 20,0 98 14 20,0 99
120 14 20,0 99 14 19,4 99
180 14 18,9 98 14 19,4 99
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Tabela 26. Valores da pressdo expiratéria final de CO, (PgrCO,) e da pressao inspiratdria

(PI) obtidos ao longo do tempo nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML
Cao Tempo PerCO, PI PrrCO, PI
(min) (mm Hg) (cm H,0) (mm Hg) (cm H,0)

1 0 27 10 40 9
60 29 10 41 11

120 31 10 42 11

180 32 11 40 10

2 0 37 10 41 11
60 39 11 40 11

120 38 12 42 11

180 41 12 44 11

3 0 38 10 37 13
60 37 10 40 13

120 36 12 40 14

180 34 12 36 14

4 0 39 11 33 12
60 37 12 32 13

120 37 12 32 13

180 34 13 32 13

5 0 29 10 26 13
60 29 12 26 13

120 31 12 28 13

180 33 13 29 13

6 0 33 10 35 9
60 27 11 38 10

120 29 12 40 10

180 31 13 43 10
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Tabela 27. Valores da temperatura timpanica e da temperatura ambiente obtidos ao longo do

tempo nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML
Cao Tempo T.Timpanica T.Ambiente | T. Timpanica T. Ambiente

(min) S S O O

1 0 37,5 23,8 37,0 23,3
60 37,6 23,9 37,8 23,4

120 37,9 242 38,4 23,5

180 38,4 23,6 38,5 24,3

2 0 36,0 22,0 38,1 24,1
60 35,8 23,1 38,3 24,1

120 36,0 23,2 38,8 24,1

180 36,6 23,3 39,1 243

3 0 37,7 25,2 38,2 25,2
60 38,2 26,7 38,2 25,5

120 38,5 26,6 38,2 25,9

180 38,8 26,9 38,2 26,5

4 0 37,4 21,9 37,8 23,6
60 374 23,9 37,9 25,0

120 37,5 23,3 38,1 25,5

180 37,5 23,0 38,6 25,9

5 0 37,3 23,2 37,0 24,0
60 37,5 24.5 37,0 24.5

120 38,3 249 37,4 24.4

180 39,2 25,3 38,0 24.7

6 0 38,0 27,5 38,0 242
60 38,6 28,4 38,5 25,2

120 39,2 28,5 39,2 25,7

180 39,8 29,4 39,0 25,9
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Tabela 28. Valores da umidade relativa (UR) e da umidade absoluta (UA) do ar ambiente

obtidos ao longo do tempo nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML
Cao Tempo UR Ambiente UA Ambiente | UR Ambiente = UA Ambiente
(min) (%) (mg H,0.1™") (%) (mg H,0.I'")
1 0 70,0 15,0 57,6 12,0
60 74,0 15,9 57,9 12,1
120 72,7 15,9 58,0 12,2
180 76,6 16,2 56,9 12,5
2 0 56,8 11,0 67,4 14,7
60 55,3 114 67,6 14,7
120 56,0 11,6 70,6 15,4
180 52,7 10,9 72,7 16,0
3 0 40,1 9,3 62,0 14,4
60 39,0 9,8 60,2 15,4
120 43,0 10,8 60,0 14,4
180 39,5 10,0 61,6 15,3
4 0 67,8 13,0 64,1 13,6
60 66,0 14,2 58,6 13,4
120 63,4 13,2 57,5 14,7
180 66,8 13,6 56,7 13,6
5 0 54,8 11,3 77,8 16,8
60 52,2 11,6 80,6 17,9
120 51,2 11,6 80,9 17,9
180 50,5 11,7 78,0 17,5
6 0 60,7 15,9 50,1 11,0
60 57,0 15,8 46,4 10,7
120 55,7 15,3 54,2 12,9
180 54,8 16,0 53,4 12,9
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Tabela 29. Valores da temperatura dos gases inalados obtidos ao longo do tempo nos animais

dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML
Cao  Tempo T. G4s Inalado (°C) T. G4s Inalado (°C)
(min)

1 0 234 23,1
60 23,9 232

120 233 234

180 22,8 232

2 0 21,0 243
60 223 242

120 23,0 242

180 232 24.6

3 0 25,1 25,1
60 25,8 25,6

120 26,3 25,8

180 26,7 26,3

4 0 21,3 23,5
60 21,7 24.5

120 222 24,8

180 22,1 25,0

5 0 23,0 235
60 24,1 22.8

120 245 234

180 25,1 23,8

6 0 27,5 24,1
60 28,3 25,1

120 28,4 25,6

180 292 25,9
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Tabela 30. Valores da umidade relativa (UR) e da umidade absoluta (UA) dos gases inalados

obtidos ao longo do tempo nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML
Cao Tempo UR Gas UA Gas Inal UR Gais UA Gas Inal
(min)  Inalado (%) (mg H,0.I'") | Inalado (%) (mgH,0.I"
1 0 11,0 2,31 11,2 2,31
60 10,0 2,16 10,8 2,24
120 10,8 2,25 11,3 2,37
180 10,6 2,15 10,8 2,24
2 0 12,2 2,23 10,8 2,38
60 9,8 1,93 10,2 2,24
120 10,2 2,09 10,4 2,28
180 10,5 2,18 10,5 2,36
3 0 11,3 2,61 11,5 2,66
60 10,2 2,45 10,8 2,57
120 11,1 2,74 11,5 2,76
180 10,4 2,62 10,7 2,64
4 0 12,8 2,38 12,3 2,59
60 11,5 2,19 11,2 2,50
120 11,0 2,15 11,0 2,50
180 10,8 2,10 11,0 2,53
5 0 12,3 2,52 14,2 2,99
60 10,5 2,29 13,5 2,74
120 9,8 2,19 14,0 2,94
180 10,2 2,36 13,0 2,79
6 0 11,5 3,03 12,0 2,62
60 10,8 2,98 10,8 2,49
120 11,0 3,05 10,5 2,49
180 10,9 3,16 10,2 2,46
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Tabela 31. Valores dos escores obtidos com relacdo a erosdo e infiltrado de PMN no epitélio

pela microscopia de luz nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML

Cao Area Erosao Infiltrado de Erosao Infiltrado de
PMN PMN

1 TP
™
TD
2 TP
™
TD
3 TP
™
TD
4 TP
™
TD
5 TP
™
TD
6 TP
™
TD
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Tabela 32. Valores dos escores obtidos com relagdo a congestdo, hemorragia e infiltrado de

PMN na lamina prépria pela microscopia de luz nos animais dos grupos TT e ML.

Grupo
TT ML

Cio Area Congestao Hemorragia PMN | Congestao Hemorragia PMN

1 TP
™
TD
2 TP
™
TD
3 TP
™
TD
4 TP
™
TD
5 TP
™
TD
6 TP
™
TD
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Tabela 33. Valores dos escores obtidos pela microscopia eletronica de varredura nos trés

animais de cada grupo.

Grupo
TT ML
Cao Area Escore Escore
1 TP 1 0
™ 1 0
TD 1 0
2 TP 1 0
™ 1 0
TD 1 0
3 TP 0 0
™ 0 0
TD 0 0

Tabela 34. Valores dos escores obtidos pela microscopia eletronica de transmissdo nos trés

animais de cada grupo.

Grupo
TT ML
Cao Area Escore Escore
1 TP 1 0
™ 2 0
TD 2 0
2 TP 0 0
™ 2 0
TD 1 0
3 TP 2 1
™ 1 0
TD 0 0
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