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Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos da azatioprina sobre o sistema mucociliar em um modelo de seccdo e anastomose bronquica em ratos.
Métodos: Trinta e seis ratos machos da raca Wistar-Furth foram submetidos a sec¢iio e anastomose bronquica esquerda e separados alea-
toriamente em dois grupos para receberem solucdo salina ou azatioprina. Apds 7, 15 e 30 dias de terapia, seis animais de cada grupo foram
sacrificados, e foram realizadas as medidas da velocidade de transporte mucociliar /77 situ, da transportabilidade do muco 77 vitro e do angulo
de contato do muco nos bronquios direito (intacto) e esquerdo (seccionado). Resultados: A velocidade de transporte mucociliar /7 situ foi
significativamente menor nos bronquios seccionados do que nos brénquios intactos (p < 0,001). Houve reducio da velocidade de trans-
porte mucociliar /7 situ nos bronquios intactos dos animais tratados com azatioprina por 7 dias (p < 0,05), havendo completa recuperacio
apos 30 dias de terapia. O dngulo de contato do muco foi maior nos bronquios seccionados dos animais tratados com solucéo salina por
30 dias (p < 0,001), estando de acordo com a reducio da transportabilidade do muco 777 vitro observada nos mesmos animais (p < 0,001).
Conclusées: Concluimos que, nos bronquios seccionados de ratos, a terapia com azatioprina causa um prejuizo apenas transitorio do trans-
porte mucociliar, enquanto a administracdo de solucdo salina prejudica o transporte mucociliar por até 30 dias. Além disso, a azatioprina
contribui para prevenir alteracdes nas propriedades da superficie do muco.

Descritores: Depuracdo mucociliar; Anastomose cirurgica; Imunossupressao; Pulmao.

Abstract

Objective: To evaluate the effects of azathioprine on the mucociliary system in a model of bronchial section and anastomosis in rats.
Methods: Thirty-six male Wistar-Furth rats were submitted to left bronchial section and anastomosis and divided into two groups to
receive either saline solution or azathioprine. After 7, 15 and 30 days of treatment, six animals from each group were killed, after which
7n situ mucociliary transport velocity, /77 vitro mucus transportability, and contact angle of mucus in the right (intact) and left (sectioned)
bronchi were measured. Results: /77 sitv mucociliary transport velocity was significantly lower in the sectioned bronchi than in the intact
bronchi (p < 0.001). /n situ mucociliary transport velocity was lower in the intact bronchi of the animals treated with azathioprine for 7 days
(p < 0.05), and those bronchi presented full recovery after 30 days of treatment. The contact angle was higher in the mucus samples collected
from the sectioned bronchi of the animals treated with saline solution for 30 days (p < 0.001), which is in accordance with the decreased
7n vitro mucus transportability observed in the same animals (p < 0.001). Conclusions: We conclude that, in the sectioned bronchi of rats,
treatment with azathioprine causes only transitory impairment of mucociliary transport, whereas administration of saline solution impairs
mucociliary transport for up to 30 days. In addition, azathioprine protects against alterations in mucus surface properties.

Keywords: Mucociliary clearance; Anastomosis, surgical; Immunosuppression; Lung.

Introducio

A sec¢do bronquica realizada no transplante pulmonar reflexo da tosse e conseqiientemente tornando os pacientes
interrompe o fluxo arterial bronquico e ocasiona desner- mais dependentes do transporte mucociliar (TMC). Esse
vacdo sensorial distal a linha de sutura, interferindo no fato nos permite especular que a seccdo bronquica, aliada
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a administracdo de drogas imunossupressoras, leva
as alteracdes do TMC e do muco, contribuindo para
a maior suscetibilidade desses pacientes a infeccio
respiratéria no periodo pds-operatorio de trans-
plante de pulmio.

0 TMC ¢ um mecanismo fundamental para a
defesa do organismo contra os agentes patogénicos
presentes no ar inalado. Por meio da agdo conjunta
das células ciliadas e das células mucosecretoras
presentes no epitélio traqueobronquico ocorre a
limpeza adequada das vias aéreas." Para que o TMC
seja efetivo, € imprescindivel que seus componentes
estejam integros tanto morfoldgica quanto fisiolo-
gicamente.” Uma limpeza mucociliar adequada é
fundamental nio s6 para o funcionamento normal
dos pulmdes no estado saudavel, como também,
e principalmente, nos quadros de infeccdes respi-
ratorias.’’ Estudos ja realizados mostraram um
importante comprometimento do TMC apds o
transplante de pulmio.” Essa alteracdo, quando
presente, pode colocar os pacientes receptores de
enxertos, que ja possuem o sistema imunoldgico
deprimido pela acdo das drogas anti-rejeicdo, em
um risco ainda maior de contrair infecgdes do trato
respiratdrio, o que consiste em um dos principais
fatores limitantes para sua sobrevivéncia.®

Os mecanismos envolvidos no prejuizo da funcdo
mucociliar apo6s o transplante de pulmio nédo estio
bem estabelecidos e podem estar relacionados a
uma série de fatores presentes no cendrio periopera-
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torio, como a lesdo mecanica decorrente da seccio
bronquica, que leva a desnervacdo e a desvascu-
larizacdo da porgdo distal a anastomose, além da
acdo dos agentes anestésicos, da desidratacdo e da
ventilagdo mecénica, entre outros.*® Além disso,
visto que as drogas usadas para imunossupressio
apresentam uma série de efeitos colaterais, como
nefro e hepatotoxicidade, levantamos a hipdtese de
que poderiam ter algum efeito deletério também
sobre o tecido epitelial das vias aéreas. A azatio-
prina foi escolhida para ser testada neste estudo por
ser uma das drogas mais comumente utilizadas por
pacientes apds o transplante e por ndo se conhecer
de forma clara o seu efeito direto sobre o sistema
mucociliar.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito conjunto destes dois fatores dire-
tamente envolvidos no transplante pulmonar: a
seccdo e anastomose bronquica e a terapia imunos-
supressora com azatioprina.

Métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo
de Ftica para Analise de Projetos de Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo. Utilizamos 36 ratos machos Wistar-Furth,
com peso aproximado de 300 g, conforme as normas
internacionais que regem a pesquisa com animais de
laboratério.” Todos os animais foram submetidos

Figura 1 - Técnica de anastomose bronquica: visdo ao estereomicroscopio (8x). a) por¢oes membranosa; b) cartiloginosa;
e ¢) aspecto final. CD = coto distal; CP = coto proximalp; PM = por¢do membranosa; e PC = porcéo cartilaginosa.
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ao mesmo procedimento cirurgico, sendo distribu-
idos aleatoriamente em dois grupos: o grupo Aza
(n = 18), tratado diariamente com azatioprina, e o
grupo Sal (n = 18), tratado diariamente com solucio
salina. Seis animais de cada grupo foram sacrifi-
cados apds 7, 15 e 30 dias de terapia, e as analises
de transportabilidade do muco 7n vitro, velocidade
de TMC 7n situ e angulo de contato do muco foram
realizadas.

Os animais foram anestesiados previamente em
uma camara contendo isoflurano (Isothane; Baxter
Health Care Corporation, Guayama, Puerto Rico)
e intubados orotraquealmente com um cateter de
polietileno. A ventilagdo artificial (modelo 683;
Harvard Apparatus, South Natick, MA, EUA) foi
mantida com volume corrente de 10 mL/kg de peso
corporal e freqiiéncia respiratoria de 70 ciclos/min.
A anestesia geral foi mantida por meio de um nebu-
lizador (modelo 1223; Takaoka Industria e Comércio
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) com distribuicio de isoflu-
rano na dose de 0,5% em oxigénio puro. O acesso
a cavidade toracica deu-se por meio de toracotomia
esquerda realizada no quinto espaco intercostal. O
bronquio principal esquerdo foi cuidadosamente
dissecado, sendo entdo clampeado proximo a carina
e seccionado no seu terco medial. A anastomose
bronquica foi feita com suturas continuas usan-
do-se fio de polipropileno 8-0 (Figura 1). Por fim, o

Figura 2 - Foto do palato de rd com esquema representativo
da técnica para medicdo da trasportabilidade do muco com
visualizacdo por meio de estereomicroscopio equipado
com ocular reticulada.
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fluxo aéreo foi restabelecido, e o pulmao esquerdo
foi hiperinsuflado para remocdo de atelectasias. Um
dreno toracico foi posicionado antes do fechamento
da ferida cirtrgica, sendo removido, juntamente com
a canula traqueal, logo apds o restabelecimento da
respiracdo espontdnea do animal. O procedimento
cirurgico foi realizado com o auxilio de um estereo-
microscopio com aumento de 8x. Todas as cirurgias
foram realizadas pelo mesmo pesquisador usando
técnica limpa e ndo-estéril.

Apartir da data de cirurgia, a azatioprina (Imuran,
50 mg; Merck, Darmstadt, Alemanha) foi adminis-
trada aos animais diariamente, por via orogastrica,
na dose de 3,0 mg/kg, diluida em solugio salina
(1 mg/mL). Os animais do grupo Sal foram subme-
tidos ao mesmo regime terapéutico, recebendo
apenas o veiculo em volume equivalente.

Apos 7, 15 e 30 dias de terapia, seis animais
de cada grupo foram anestesiados intraperitone-
almente com pentobarbital sédico (30 mg/kg) e
mortos por exsangliinacdo mediante a seccdo da
aorta abdominal.®

Imediatamente apds o sacrificio, os pulmdes
foram removidos da cavidade toracica em bloco e
colocados em placa de Petri. Apenas os bronquios
que ndo apresentaram qualquer sinal de estenose,
verificada macroscopicamente, foram incluidos no
estudo. Apos a dissec¢do, uma incisdo foi feita em
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Figura 3 - Comparacgao do dngulo de contato das amostras
de muco dos bronquios direito (D) e esquerdo (E) dos
animais tratados com solugio salina (Sal) ou azatioprina
(Aza). O angulo de contato do muco proveniente do
bronquio seccionado (E) e tratado com solugdo salina por
30 dias foi significativamente maior (*p < 0,001).
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cada bronquio principal, e a coleta de muco foi
realizada de forma seletiva por meio da insercdo de
um pequeno pincel de pélos na luz de cada bron-
quio. O muco aderido ao pincel foi entdo colocado
em um tubo Eppendorf contendo 6leo mineral para
evitar a desidratacdo e estocado sob temperatura
de -70 °C.

A velocidade relativa de TMC nas amostras de
muco foi medida utilizando-se um modelo 77 vitro
de palato de ra. As amostras de muco, previamente
descongeladas a temperatura ambiente, foram colo-
cadas sobre o epitélio ciliado do palato da ra, e o seu
deslocamento foi observado e cronometrado com
o auxilio de um estereomicroscopio equipado com
ocular reticulada (Figura 2). A velocidade de TMC
nas amostras de muco dos ratos foi comparada com
a do muco da prdpria ra, sendo os resultados, dessa
forma, expressos como velocidade relativa (rato/ra).

A medida do angulo de contato das amostras de
muco foi realizada utilizando-se uma lente ocular
com aumento de 25x equipada com um gonio-
metro com escala de 0 a 180 graus. As amostras
foram colocadas sobre laminas tratadas com acido
sulfocromico para eliminacdo das cargas elétricas
das mesmas, e o angulo formado entre a interface
ar-liquido e a superficie da lamina era registrado.®

Transportabilidade 77 vitro (rato/rd)
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Figura 4 - Comparacdo da transportabilidade das amostras
de muco dos bronquios direito (D) e esquerdo (E) dos
animais tratados com solugio salina (Sal) ou azatioprina
(Aza) utilizando-se um modelo 77 vitro de palato de
rd. O muco proveniente do bronquio seccionado (E) e
tratado com solucdo salina por 30 dias foi transportado
mais lentamente pelo epitélio ciliado do palato de rad
(*p < 0,001).
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A velocidade de TMC foi monitorada pela obser-
vacdo direta de particulas de carbono depositadas
sobre a camada de muco da regido distal de cada
bronquio utilizando-se um estereomicroscopio com
ocular reticulada. O deslocamento das particulas foi
cronometrado e registrado como a distancia percor-
rida em um minuto.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se
a versio 4.0 do programa GraphPad Prism para
Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA). O teste de varidncia foi utilizado para verificar
a interferéncia dos fatores analisados, bem como
uma possivel interacdo entre eles. Utilizou-se ainda
o teste de Bonferroni para verificar a diferenca entre
o0s grupos para cada fator analisado. Os dados sdo
apresentados em forma de graficos e expressos
como média £ desvio padrdo, tendo sido conside-
rado como significante um valor de p < 0,05.0%

Resultados

A andlise da medida do angulo de contato das
amostras de muco revelou valores maiores nos
animais avaliados apos 30 dias de terapia, com dife-
renca significativa nos bronquios seccionados dos
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Figura 5 - Comparacdo da velocidade de tranporte
mocociliar (VTMC) 77 situ nos bronquios direito (D) e
esquerdo (E) dos animais tratados com solucio salina
(Sal) ou azatioprina (Aza). A VTMC foi menor nos
bronquios seccionado (E) do que nos brénquios intactos
(D) em todos os animais tratados com solucgdo salina ou
azatioprina em todos os tempos avaliados (*p < 0,05). A
VTMC nos bronquios intactos (D) diminuiu apds 7 dias de
terapia com azatioprina (*p < 0,05), havendo completa
recuperacdo apos 15 e 30 dias de terapia.
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animais tratados com solucdo salina (p < 0,001;
Figura 3). Esse aumento do angulo de contato
demonstrou uma menor capacidade do muco de se
espalhar sobre uma superficie plana, caracterizan-
do-o0 como mais rigido e, portanto, mais dificil de
ser transportado. 1sso foi evidenciado na avaliacdo
geral da transportabilidade do muco em palato de
rd, principalmente em relacdo as amostras prove-
nientes dos bronquios seccionados dos animais
tratados com solucéo salina (p < 0,001; Figura 4).

Os resultados mostraram que, nos animais que
receberam solucdo salina, a velocidade de TMC foi
menor no bronquio esquerdo submetido a secgdo
e anastomose do que no lado direito intacto (p
< 0,05) nos trés tempos avaliados. A anadlise do
bronquio esquerdo seccionado dos animais que
receberam azatioprina mostrou uma reducdo da
velocidade de TMC (com diferenca estatistica)
apos 7 dias de terapia em relacdo aos que rece-
beram solucdo salina, mostrando uma interacio
entre os fatores analisados. Quando comparados os
lados direito e esquerdo dos animais que receberam
azatioprina, o bronquio esquerdo seccionado apre-
sentou evidente piora da velocidade de TMC apods
7 dias de terapia (p < 0,001). A andlise do bron-
quio intacto dos animais que receberam azatioprina
mostrou reducdo da velocidade de TMC apos 7 dias
de terapia (p < 0,05) em relacdo aos que receberam
solucdo salina, com completa recuperacdo apods
30 dias de terapia (Figura 5).

Discussio

Nos transplantes pulmonares, onde ha a mani-
pulacdo dos bronquios, demonstrou-se que a
complicacdo mais freqliente ¢ a infecgdo, decorrente
do mau funcionamento do aparelho mucociliar,
mesmo apos os avancos relacionados a imunos-
supressdo, ao desenvolvimento de terapia com
antibiotico para controle de infeccoes e aos cuidados
pos-operatorios intensivos.'" O efeito imunos-
supressor do agente anti-rejeicio ¢ facilmente
identificado como um fator de risco de complica-
cdes e constitui um grande impedimento para o
sucesso do transplante pulmonar.('?

Observamos que varios esquemas de imunossu-
pressdo tém sido testados na pratica clinica, com uma
avaliagdo retrospectiva dos resultados obtidos."?
Esse fato estd mais freqiiente desde a introducio
de novas drogas imunossupressoras na tentativa de
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substituir as que vém sendo utilizadas ha mais de
30 anos, como a azatioprina. Essa “competicdo” do
novo com o antigo ndo tem até o momento defi-
nicao cientifica para indicar ou contra-indicar quais
as drogas imunossupressoras que devem ou nao ser
utilizadas no transplante pulmonar, pois ndo estio
definidas todas as suas acdes.

Procuramos desenvolver neste trabalho a idéia
de um modelo experimental que esclareca as agdes
das drogas imunossupressoras e da sec¢do e anas-
tomose bronquica sobre o aparelho mucociliar e
que possa ser transposto para a pratica clinica. Nele
avaliamos os efeitos da sec¢io bronquica associada
a administracdo de solucdo salina e a administracdo
de azatioprina. Em nosso modelo, a velocidade de
TMC foi determinada pela observacdo direta da
solucdo de nanquim depositada na regido distal a
anastomose do epitélio bronquico esquerdo (seccio-
nado) e direito (intacto).

Nossos resultados demonstraram que ha prejuizo
do TMC e da qualidade do muco no lado esquerdo
operado, sendo que o mesmo nio acontece no lado
direito intacto, reforcando o conceito de que a
desnervagdo bronquica ¢ responsavel pelo efeito de
decréscimo da velocidade de TMC. O uso da azatio-
prina minimizou esses efeitos por meio da melhora
na qualidade do muco, o que contraria a nossa idéia
inicial de que sendo uma droga que reduz o meta-
bolismo celular, prejudicaria ainda mais o TMC.

No bronquio esquerdo de todos os animais estu-
dados houve reducdo do TMC e piora da qualidade
do muco. Com a evolucdo do processo cicatricial,
constatada pela andlise macroscdpica, observamos
que ha uma tendéncia de restabelecimento do TMC
ap6s 30 dias, embora o muco continue espesso,
viscoso e muito aderente. Isso decorre do fato de
a seccdo levar a ineficiéncia do TMC na fase aguda
pos-cirurgica, o que acarreta o acimulo do muco e
as conseqiientes alteracdes nas suas propriedades.
Desse modo, a seccdo ndo tem acdo direta sobre a
formacdo do muco nem sobre as suas propriedades,
mas sim uma agao indireta na qual a ineficiéncia do
TMC leva a piora da qualidade do muco. A seccéo
nao afetou o TMC ou a qualidade do muco no lado
direito. Esse fato demonstrou que a cirurgia tem
apenas acdo local e ndo tem nenhum tipo de acdo
sistémica. Indiretamente, um muco alterado propicia
o aparecimento de infeccdes e, por esse mecanismo,
ocorrerdo as complicacdes sistémicas. Assim, deve
ser enfatizada a terapéutica sobre o muco e a
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manutencdo de sua fluidificacdo por um periodo
mais longo durante o pos-operatorio. Antibioticos
de amplo espectro e com agdo protetora sobre a
mucosa trardo maiores beneficios.

Alguns trabalhos na literatura relacionam os
transplantes pulmonares a um prejuizo na atividade
do surfactante pulmonar.'¥ Com isso, o surfactante
poderia ter um papel importante para uma inte-
racdo mucociliar normal se aplicado na superficie
bronquica como opcdo terapéutica em pacientes
transplantados. A azatioprina ndo tem efeito
direto sobre o surfactante pulmonar, seja sobre sua
producio ou sua qualidade.™

Outros autores estudaram em outras espécies
animais os efeitos da desnervacdo bronquica sobre o
aparelho mucociliar e puderam observar reducdo na
velocidade de TMC.U'®') A desvasculariza¢io bron-
quica talvez tenha um efeito adicional relacionado
ao prejuizo agudo da velocidade de TMC. A neofor-
macdo vascular com revascularizacdo da arvore
bronquica ¢ a principal hipotese da reversibilidade
do prejuizo do TMC, levando-se em conta ainda
que ndo seja observado o restabelecimento dos
nervos através da anastomose bronquica.'® Assim,
nossa hipotese era a de que esse efeito poderia se
somar a acdo da azatioprina na reducdo da atividade
celular e da atividade inflamatoria com conseqliente
extensdo do tempo de revascularizacdo bronquica.

Nos animais que receberam azatioprina, cons-
tatou-se que ela reduziu a velocidade de TMC
no grupo sacrificado apds 7 dias de terapia tanto
no lado direito intacto quanto no lado esquerdo
operado. Ao longo do tempo, ha evidente recu-
peracdo da velocidade de TMC nos lados direito
e esquerdo, indicando que a velocidade de TMC ¢
afetada pela azatioprina apenas no periodo inicial
de até 7 dias de terapia. Esse mecanismo deve
decorrer do fato de seu efeito diminuir a atividade
celular e atingir as células ciliadas, alterando sua
funcdo. Com o tempo, a recuperacdo da funcgao das
células ciliadas no grupo que recebeu azatioprina
se da provavelmente por dois motivos: a cicatri-
zacdo bronquica e a melhora na formacdo e nas
propriedades do muco, que levam ao aumento da
velocidade de TMC. Muitos protocolos de imunos-
supressdo incluem a azatioprina como droga de
administracdo pré-operatoria.'” Com base nos
resultados do presente trabalho, sugerimos que essa
indicacdo, assim como seu tempo de manutencao
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pos-transplante, possa ser objeto de diversos outros
estudos experimentais.

Em relagdo ao muco, sua piora ao longo do
tempo foi menor com o uso da azatioprina, o que
preveniu mudangas nas suas propriedades. A agdo
antiinflamatoria da azatioprina, descrita por varios
autores,®*2" parece ser a explicacio para esse fato.
Agindo sobre as células mucosecretoras, ela apre-
sentou efeito regulador na producdo do muco e
do fluido periciliar. Nossa hipdtese era a de que a
azatioprina levasse a uma piora tanto da velocidade
de TMC quanto da qualidade do muco. Entretanto,
esses parametros ndo pioraram com a administracdo
da droga e ela ndo teve um pior efeito quando
associada ao procedimento da seccdo. A velocidade
de TMC foi afetada pela sec¢do com piora asso-
ciada a azatioprina apenas nos animais sacrificado
apos 7 dias de terapia. O muco teve uma piora ao
longo do tempo nos animais submetidos a seccéo e
tratados com solugéo salina, sendo essa piora maior
nos animais sacrificados apos 30 dias de terapia.
Constatamos assim que a seccdo isolada piora a
qualidade do muco ao longo do tempo, situacdo
essa que ¢ prevenida pela azatioprina. Na pratica
clinica, a definicdo de protocolos de imunossu-
pressdo requer ainda maiores evidéncias cientificas
quanto as acdes das drogas.

Concluimos que a velocidade de TMC foi preju-
dicada nos bronquios submetidos a seccdo e que
a azatioprina apresentou efeito protetor sobre as
propriedades viscoelasticas do muco. Os resultados
obtidos podem acrescentar informagdes impor-
tantes para a compreensdo da disfuncdo do TMC
observado ap6s o transplante pulmonar e também
para o conhecimento das atitudes terapéuticas
que mais rapidamente levam a recuperacdo desse
sistema. Estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar a acdo conjunta com as demais drogas
imunossupressoras.
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