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Resumo

Objetivo: Este trabalho tem como objetivo avaliar a
ocorréncia e as repercussdes de enfisema pulmonar
quimicamente induzido e as alteracdes morfoldgicas
presentes em coracdes de ratos apoés sua inducio,
acompanhando sua progressio ao longo do tempo.

Método: Foram avaliados 75 ratos divididos em dois grupos,
papaina (N=50) e controle (N=25), submetidos a instilacio
intratraqueal de papaina e soluciio fisioldgica,
respectivamente. Os animais foram sacrificados 30, 60, 90,
120 ou 180 dias apds a instilaciio. Foi realizada gasometria do
sangue arterial, anilise morfométrica dos pulmdes e coracio.

Resultados: A instilagdo de papaina produziu destrui¢cio
do tecido alveolar, mimetizando alteracdes morfoldégicas
encontradas no enfisema pulmonar, com didmetro alveolar
médio maior no grupo papaina em relagio ao controle em
todos os momentos avaliados (p<0,05). A espessura da parede
do ventriculo direito e do septo interventricular nio
apresentou alteracdes macroscopicas significativas no periodo
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de até seis meses apos a induciio do enfisema. A cavidade do
ventriculo direito apresentou dilatacfio, a partir de 120 dias
ap6s inducio do enfisema, com drea média superior aos
respectivos controles aos 120 e 180 dias (p=0,001). O ventriculo
esquerdo apresentou significativa reducio da area de sua
cavidade, 90 dias apés a induciio do enfisema pulmonar,
acompanhada de discreto espessamento de sua parede.

Conclusoes: O modelo experimental empregado foi
eficiente para induzir morfologicamente o enfisema
pulmonar. A presenca de enfisema pulmonar nio provocou
alteracdes morfolégicas na parede do ventriculo direito e septo
interventricular. A destruicdo alveolar induziu hipertrofia
do ventriculo esquerdo e dilatacio do ventriculo direito.

Descritores: Enfisema pulmonar, induzido quimicamente.
Enfisema pulmonar, fisiopatologia. Papaina, farmacologia.
Modelos animais de doencas. Ventriculo cardiaco, anatomia
& histologia.
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Abstract:

Objective: The purpose of this study is to evaluate the
occurrence and repercussions of chemically induced
pulmonary emphysema and the morphological alterations
present in rats’ hearts of post-induction and to follow the
progression afterwards.

Method: Seventy five rats divided into two groups: papain
(N=50) and control (N=25), were submitted to intratracheal
instillation of papain and saline solution, respectively, and
were evaluated. The animals were sacrificed 30, 60, 90, 120
or 180 days post-instillation. Arterial blood gases and cardiac
and pulmonary morphometrical analysis were performed.

Results: Papain instillation produced alveolar tissue
destruction similar to the morphological alterations observed
in pulmonary emphysema. The papain group presented mean
alveolar diameter higher than controls in all periods evaluated
(p<0.05). Right ventricle wall thickness and interventricular
septum did not show significant macroscopic alterations until

INTRODUCAO

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma
das principais causas de morte e incapacitagdo em todo o
mundo, com mais de 16 milhdes de individuos afetados s6
nos Estados Unidos [1]. No Brasil, é responsavel por cerca
de 30 mil obitos/ano, sendo a quinta causa de morte mais
freqiiente. Estima-se que haja, atualmente, trés milhdes de
portadores da doenga em nosso pais. Ao contrario de
diversas doengas cronicas que estdo em declinio, a
progressdo da DPOC ¢ alarmante, exibindo nimeros
mundialmente crescentes [2]. Prevé-se que até 2020 sera a
terceira causa de morte mais freqiiente no mundo, sendo
superada apenas pela doenga cardiaca isquémica e pela
doenga vascular cerebral [2]. No Brasil, segundo dados do
DATASUS, a cada ano sdo hospitalizados 280 mil brasileiros
com DPOC[3].

A denominag@o DPOC engloba uma série de doengas de
diferentes etiologias que tém em comum a presenca de
obstrucdo ao fluxo aéreo ndo completamente reversivel. A
limitag&o ao fluxo aéreo é geralmente progressiva e associada
auma resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a particulas
e/ou a gases irritantes. Dentre os pacientes com DPOC,
aproximadamente 20% apresentam enfisema pulmonar,
enquanto os outros 80% tém bronquite cronica ou, ainda,
uma combinagdo destas duas afec¢des [3].

Dada a sua alta prevaléncia, a DPOC merece destaque
como problema de satide publica, tornando-se assunto de
investigacao cientifica aprofundada, sobretudo o enfisema
pulmonar pela sua fisiopatologia controversa. Assim,
modelos experimentais que resultem em alteragdes tanto
morfologicas como fisiolodgicas, mimetizando as condigdes
encontradas no pulm@o humano deste tipo de paciente,
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six months after emphysema induction. The right ventricle
area presented enlargement 120 days after induction of the
pulmonary emphysema, with mean area higher than control
at 120 e 180 days (p=0.001). The left ventricle presented
significant cavity area decrease 90 days after induction of the
pulmonary emphysema, followed by slight wall thickening.

Conclusions: The adopted experimental model was
efficient to morphologically induce the pulmonary
emphysema. The presence of pulmonary emphysema did not
provoke morphological changes in the right ventricle wall
and interventricular septum. The alveolar destruction
induced left ventricular hypertrophy and enlargement of the
right ventricle.

Descriptors: Pulmonary emphysema, chemically induced.
Pulmonary emphysema, physiopathology. Papain,
pharmacology. Disease models, animal. Heart ventricle,
anatomy & histology.

revestem-se de extrema importancia.

Além das ja conhecidas repercussdes morfofuncionais
que ocorrem nos pulmdes em pacientes com enfisema
pulmonar, varios 6rgdos e estruturas sofrem o impacto
dessas alteragdes, como o diafragma, o coragdo e o corpo
carotideo, entre outros.

Apesar da extensa literatura sobre enfisema pulmonar,
hé poucos artigos avaliando os efeitos do enfisema induzido
experimentalmente sobre o coragdo, sobretudo cronicamente.

Dentro deste contexto, insere-se este estudo que objetiva
avaliar as alteragcdes morfoldgicas presentes em coragoes
de ratos portadores de enfisema pulmonar quimicamente
induzido, acompanhando sua progressao ao longo do
tempo.

METODO

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de
Pesquisa em Cirurgia Toracica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, apds aprovacdo pela
Comissdo Cientifica e de Etica do Instituto do Coracio e
pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Todos os animais receberam cuidados de acordo com as
normas estabelecidas no “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (Institute of Laboratory Animal
Resources, National Academy of Sciences, Washington,
D.C., 1996) e seguindo os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal da Legislag¢do Brasileira e do Colégio
Brasileiro de Experimentagao.

Neste estudo, foi empregado o modelo de indugdo do
enfisema pulmonar por instilagao intratraqueal de papaina [4].
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Foram utilizados 75 ratos machos, da raga Wistar, adultos
e sadios, pesando entre 200 e 300g (média de 275,3 £ 16,9g),
distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos experimentais:

* Grupo Papaina (n=50) - animais submetidos a
instilagdo intratraqueal de solugdo fisiologica contendo
papaina;

*  Grupo Controle (n=25) - animais submetidos a instilagdo
intratraqueal de solugdo fisiologica isotonica a 0,9 %.

Os animais foram mantidos por um periodo entre 30 e
180 dias, sendo sacrificados 10 animais do grupo Papaina e
cinco do grupo Controle em cinco momentos distintos apos
ainstilagdo (30, 60, 90, 120 e 180 dias). Desta forma, formaram-
se os subgrupos do grupo Papaina P30, P60, P90, P120 e
P180 e os do grupo controle C30, C60, C90, C120 e C180.

Todos os animais foram submetidos a anestesia com
isoflurano a 2%, sob O, a 100%, utilizando-se um nebulizador
de gases. Apos intubacdo orotraqueal, foram conectados a
um ventilador para pequenos animais, com volume corrente
de 10ml/kg e freqii€ncia respiratoria de 80 ciclos por minuto

(Figura1).

Fig. 1 — Fotografia demonstrando o rato intubado, anestesiado e
sob ventilagdo mecanica, pronto para instilagdo da solugdo de
papaina. A — Nebulizador de gases. B- ventilador para pequenos
animais.

Os animais dos grupos P30, P60, P90, P120 e P180 foram
submetidos a instilagdo intratraqueal de 6mg/kg de papaina
dissolvida em 1ml de solugéo fisioldgica a 0,9%, por meio de
sonda orotraqueal, em infusdo lenta, por cerca de dois
minutos. Nos animais dos grupos controle, o procedimento
adotado foi o mesmo, exceto pela solugdo fisiologica
instilada que ndo continha papaina dissolvida.

Em seguida, os animais foram desconectados do
ventilador, mantidos em observagdo até que a respiragdo
espontdnea se estabelecesse e extubados, sendo,
posteriormente, encaminhados ao biotério.

Apbs o periodo estabelecido (30, 60, 90, 120 ou 180 dias),
os animais foram sacrificados por exsangiiinagdo, sendo
retirado o bloco coragao-pulméio por meio de esternotomia
mediana. Previamente ao sacrificio do animal, foi coletada
amostra de sangue diretamente da aorta abdominal, com
auxilio de seringa heparinizada para realizagdo de gasometria
do sangue arterial.

Os pulmdes foram fixados sob pressdo por 48 horas.
Posteriormente, foram retiradas trés amostras de cada pulmao,
representando as por¢des centrais e periféricas destes. Esses
cortes foram submetidos as técnicas histologicas habituais e
corados com hematoxilina-eosina (HE).

Com objetivo de realizar a morfometria, 20 campos
microscopicos ndo coincidentes de cada l1amina (codificadas/
cegadas) foram escolhidos aleatoriamente e examinados com
o auxilio de uma ocular reticulada acoplada ao microscopio
optico, com aumento de 400X.

A quantificacdo do enfisema pulmonar foi realizada
pela analise histopatoldgica (presenga de destruicdo
alveolar) e pela medida do didmetro alveolar médio que
consiste na determinagdo do nimero de vezes que
estruturas da parede alveolar interceptam um conjunto
de retas coerentes[5].

Apos fixagdo dos coragdes por imersdo em solucdo de
formol tamponado a 10%, foi realizada seccdo transversal
dos ventriculos no ponto médio da distancia entre o apice e
o sulco coronario do coragéo.

Utilizando-se camera digital, os cora¢des foram
fotografados e as imagens digitalizadas dos cortes
ventriculares mensuradas com auxilio do software Image
Tool, desenvolvido pelo Department of Dental Diagnostic
Science of the University of Texas Health Science Center,
San Antonio, USA (Figura 2).
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Fig. 2 — Representagdo da mensuragao da espessura da parede do
ventriculo esquerdo, utilizando-se o software Image Tool.
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Foram avaliadas a espessura da parede livre dos ventriculos
direito e esquerdo e do septo interventricular, bem como a area
das cavidades ventriculares direita e esquerda.

Para testar a hipotese de igualdade de médias foi utilizada
a Andlise de Variancia a dois fatores: grupo (papaina e
controle) e tempo pos-instilacdo intratraqueal de papaina
(30, 60, 90, 120 e 180 dias). As diferengas entre os grupos
foram discriminadas pelo teste t de Bonferroni. O nivel de
significancia para as analises foi estabelecido em 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Observamos, no grupo em que houve instilacdo de
solucdo de papaina, alteragdes morfologicas caracteristicas
de lesdes enfisematosas, com padrao de enfisema panacinar,
ou seja, comprometimento dos 4cinos por um alargamento
difuso desde a regido hilar até a periferia dos pulmdes.
Houve destrui¢ao de septos e aumento dos espacos
alveolares, com formagao de estruturas nas extremidades
dessa ruptura conhecidas como “baquetas” (Figura 3).
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Fig. 3 — Fotomicrografias de parénquima pulmonar de ratos
submetidos a instilag@o de solug@o fisiologica (A) ou papaina (B).
Setas sinalizando a formacdo de “baquetas”. Coloragdo HE.
Aumento de 100X.
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O aumento do diametro alveolar médio e conseqiiente
diminui¢ao da area de superficie alveolar foram observados
nos dois pulmdes dos animais submetidos a instilagdo de
papaina (Figura 4).
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Fig. 4 — Didmetro alveolar médio (em pm), nos grupos papaina e
controle, nos diferentes periodos avaliados.

O grupo papaina apresentou diametro alveolar médio
maior que o grupo controle (p<0,05). O diametro alveolar
médio no grupo controle oscilou entre 77,78 pm e 81,26 um,
ndo apresentando diferenca significativa entre os diferentes
momentos avaliados. O grupo papaina apresentou um
didmetro alveolar médio que variou entre 101,71um e
124,02pum nos diferentes momentos avaliados. Exceto pelo
grupo P30, o didmetro alveolar médio no grupo papaina
manteve-se constante ao longo dos periodos de avaliagio.

Apartir de 90 dias ap6s a indugdo do enfisema pulmonar,
observamos aumento da PCO, no grupo papaina em relagao
ao controle (p<0,05). Os demais pardmetros
hemogasométricos apresentaram alteragdes discretas,
porém sem significancia estatistica.

A espessura da parede livre do ventriculo direito foi similar
entre 0s grupos papaina e controle (p=0,9735), respectivamente,
variando entre 1,35mme 1,87mm e entre 1,39mm e 1,69mm. Ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos
momentos avaliados (p=0,0555), nao havendo portanto sinais
evidentes de cor pulmonale (Figura 5).

Espessura da Pareda do Vaniriculo Diraite
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Fig. 5 — Espessura média da parede do ventriculo direito (em mm),
nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados.
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A espessura septal variou de 3,68 a 3,98mm, no grupo
papaina, e de 3,43 a 3,82mm, no grupo controle. Igualmente,
nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na espessura do septo interventricular entre
os grupos controle e papaina (p=0,0737) e nos diferentes
momentos avaliados p=0,9944. Observa-se uma tendéncia
de aumento da espessura do septo interventricular nos
coracdes do grupo papaina, a partir de 90 dias, embora sem
diferenca estatisticamente significativa.

A espessura da parede do ventriculo esquerdo mostrou
aumento nos coragdes de ratos submetidos a instilacdo
intratraqueal de papaina quando comparada ao grupo
controle (p=0,0497). Da mesma forma que o septo
interventricular, observa-se uma tendéncia de espessamento
da parede livre do ventriculo no grupo papaina, a partir de
90 dias, embora sem diferenca estatisticamente significativa.
A espessura da parede do ventriculo esquerdo no grupo
papaina variou de 4,29 a 4,93mm, enquanto que no grupo
controle, 4,28 a4,63mm.

Como pode ser observado na Figura 6, no grupo papaina,
a area média da cavidade do ventriculo esquerdo apresentou
reducao a partir de 90 dias, o mesmo nao tendo sido observado
no grupo controle. Em alguns animais, a reducao da cavidade
ventricular esquerda foi muito importante (Figura 7).
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Fig. 6 — Area média da cavidade ventricular esquerda (em mm?),
nos grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados.
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Fig. 7—Foto de coracdo de rato submetido a instilagao intratraqueal
de papaina (grupo P180), demonstrando importante hipertrofia
da parede do ventriculo esquerdo e redugio da luz da cavidade.

A area média da cavidade do ventriculo direito foi similar
nos grupos controle e papaina nos diferentes momentos
avaliados, exceto nos subgrupos P120 e P180 que
apresentaram area média superior aos respectivos controles
(p=0,001)—Figura 8.
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Fig. 8 — Area média da cavidade ventricular direita (em mm?), nos
grupos papaina e controle, nos diferentes periodos avaliados.

COMENTARIOS

A investigagdo dos mecanismos de destruicdo do
parénquima pulmonar in vivo pela administragao de enzimas
proteoliticas como a papaina e outras substancias, causando
enfisema pulmonar e DPOC, tem sido uma das areas mais
intensas de pesquisa sobre doencas pulmonares nos ultimos
40 anos [6].

A papaina ¢ reconhecida por apresentar uma potente
atividade elastolitica, degradando ndo apenas a elastina,
como também o coldgeno dos tecidos [6].

A avaliacdo histopatologica dos pulmdes dos animais
submetidos a administragdo de papaina em nosso estudo
demonstrou destruigdo alveolar difusa, caracterizando um
enfisema do tipo panacinar, padrdo também encontrado por
outros investigadores [4,7].

O calculo do didmetro alveolar médio empregado neste
estudo ¢ um método classicamente utilizado para
quantifica¢io do enfisema pulmonar. E sabido que, em ratos
sadios, sem doengas pulmonares, o didmetro alveolar médio
¢ ao redor de 70um [5]. No presente estudo, os animais do
grupo papaina apresentaram didmetro alveolar médio entre
101,71um e 124,02pum, estatisticamente diferente do grupo
controle. Outros autores também encontraram valores
similares aos nossos achados [4,8,9]. Estes dados
demonstram que, nos pulmdes de animais submetidos a agao
da papaina, houve importante aumento dos espacgos
alveolares conseqiiente a ruptura de septos interalveolares.

A andlise do didmetro alveolar em nosso material mostra
que o subgrupo P30 apresenta um diametro alveolar médio
inferior aos demais subgrupos expostos a acao da papaina,
que nao diferem entre si. A destruicdo do parénquima
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pulmonar tem inicio com a agressao provocada pela papaina,
progredindo até estabilizar-se no periodo entre 30 e 60 dias,
quando se observa significativa reducdo da superficie
alveolar interna. Estes dados corroboram a afirmacdo de
FUSCO et al. [4] de que o enfisema estabiliza-se ao redor de
40 dias. Um padrao similar foi observado em hamsters apds
instilagdo de papaina ou elastase pancredatica, verificando-
se significativa progressao do enfisema entre 1 e 2 meses
apos a exposicdo, seguida de estabilizagdo da lesdo
histologica [10]. Outros autores afirmam que a lesdo
estabiliza-se ao redor do terceiro més apds a exposicao inicial
apapaina [8,9]. MARTORANA et al. [7] observaram que as
alteracdes da arquitetura pulmonar apds a administragao de
papaina sdo progressivas por um periodo de algumas
semanas e depois se estabilizam, nao tendo sido observadas
diferencas entre os cdes analisados aos 3 e 6 meses apos a
inducdo do enfisema. Em trabalho realizado por JOHANSON
etal. [11], os ratos foram submetidos & administragdo Gnica
de papaina e sacrificados em diferentes periodos que
variaram de horas até 3 meses apds a exposicao. Verificaram
com estes experimentos que a maior expressdo das alteragdes
(hemorragia alveolar, infiltrado de polimorfonucleares,
inflamacgao, dilatagcdo dos espacos aéreos centrilobulares) é
observada entre 2 e 4 semanas, ndo havendo regressao ou
progressdo das lesdes.

Uma das complicagdes mais freqiientemente reportadas
em pacientes portadores de DPOC ¢é o cor pulmonale,
caracterizado por dilatagdo e hipertrofia do ventriculo direito,
e potencialmente insuficiéncia secundéria & hipertensao
priméria[12].

Embora o cor pulmonale seja freqiientemente observado
nos pacientes, nao encontramos em nossos animais sinais
de sua presenca, como inicialmente esperado. Varios
mecanismos tém sido considerados como fatores na
patogénese do cor pulmonale no enfisema pulmonar,
incluindo hipdxia, redugdo do leito vascular pulmonar e
aumento da pressdo arterial pulmonar, aumento da
viscosidade do sangue causada por policitemia secundaria
a hipoxia, entre outros [13].

No estudo realizado por ICOCHEA et al. [13], a hipoxia
foi identificada como um dos fatores responsaveis pelo
desenvolvimento de cor pulmonale, em hamsters portadores
de enfisema pulmonar induzido experimentalmente, ja que a
oxigenoterapia produziu melhora na funcdo ventricular
direita. A hipertrofia do ventriculo direito pode ser
considerada como um indicativo de hipertensao pulmonar,
a qual, por sua vez, estd relacionada ao grau de hipoxia
alveolar [14]. A hipdxia alveolar € um potente constritor dos
vasos pulmonares e ha uma relacdo inversamente
proporcional entre a pressao arterial pulmonar e a PaO, em
pacientes com cor pulmonale [14].

Talvez a auséncia de alteragdes hemogasométricas
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importantes, visto ser a vasoconstri¢do hipoxica um dos
determinantes da hipertensdo pulmonar, possa explicar
porque ndo observamos altera¢des no ventriculo direito nos
animais do presente estudo, em um periodo de observagao
de até 180 dias.

Outro aspecto a ser considerado é que o grau de
destrui¢do alveolar provocada no protocolo de indugao de
enfisema pulmonar por noés empregado possa nao ter sido
suficiente para reproducao das condi¢des morfofisioldgicas
necessarias para o desenvolvimento do cor pulmonale.
Entretanto, alguns autores afirmam que nao hé relagao entre
apresenca de hipertrofia ventricular direita e a porcentagem
de pulmao destruido pelo enfisema [14-16].

Além disso, é possivel que o cor pulmonale desenvolva-
se mais tardiamente, necessitando de um periodo maior de
observagdo. Entretanto, segundo alguns autores, os
primeiros sinais de hipertrofia ventricular direita parecem ja
estar presentes trés meses apds a indugdo do enfisema,
com evidente hipertrofia aos seis meses [8].

Observamos em nosso estudo aumento da area da
cavidade do ventriculo direito, a partir de 120 dias apds a
instilagdo de papaina, associado a hipertrofia do ventriculo
esquerdo.

Varios autores afirmam que a presenga de hipertrofia
ventricular esquerda em pacientes com enfisema pulmonar
¢ um assunto controverso [12] e muitos atribuem-na a
hipertensao arterial sistémica [14,17], algumas vezes ndo
detectada clinicamente. Assim, uma hipdtese que aventamos
para explicar presenga de hipertrofia do ventriculo esquerdo
nos nossos animais foi a possibilidade da papaina induzir
hipertensao arterial sistémica, ja que a hipertrofia geralmente
estd associada a sobrecarga de pressorica. Nao encontramos
na literatura nenhum trabalho que associasse a droga a
hipertensao arterial sistémica. Entretanto, ha alguns autores
que afirmam que a papaina tem acao sobre os canais de
calcio, o que merece investigacdes futuras[18].

Segundo ISHIKAWA et al. [16], um dos problemas mais
embaracosos encarado pelos clinicos e patologistas ¢ a
suposta existéncia de hipertrofia biventricular na doenga
pulmonar obstrutiva.

MURPHY et al. [19] afirmam que a incidéncia de
hipertrofia ventricular esquerda em pacientes com enfisema
pulmonar oscila nas diferentes publicagdes, acometendo
entre 24 ¢ 86% dos pacientes. Embora alguns estudos de
necropsia [17,20] tenham reportado hipertrofia ventricular
esquerda em pacientes com DPOC, trabalhos realizados com
métodos nao-invasivos e cateterizacdo demonstraram
dimensdes e fun¢do normais nestes pacientes [21].
Hipertrofia ventricular esquerda isolada, sem associagdo
com hipertrofia direita, também foi encontrada em alguns
casos de necropsia [17]. SUTINEN et al. [22], em estudo de
necropsia, encontraram hipertrofia de ventriculo esquerdo
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em muitos pacientes com enfisema pulmonar, entretanto sem
associacdo estatistica.

Por fim, concordamos com os autores que afirmam que a
associacdo entre enfisema pulmonar e hipertrofia ventricular
esquerda € uma questdo nao resolvida [17], com causas
obscuras [19], merecendo, portanto, investigagdes mais
aprofundadas.

CONCLUSOES

Diante do que foi exposto, concluimos que o modelo
empregado para indugdo do enfisema pulmonar foi eficiente,
produzindo destrui¢ao do tecido alveolar e mimetizando
alteracdes morfologicas encontradas no enfisema pulmonar,
que se estabelecem até 60 dias apos a agressao inicial, sem
progressao.

A presenca de enfisema pulmonar ndo provocou
alteragdes morfoldgicas na parede do ventriculo direito e
septo interventricular, enquanto que a destrui¢do alveolar
induziu hipertrofia do ventriculo esquerdo e dilatagdo do
ventriculo direito.
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