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“Analise das propriedades mecanicas e da histologia de tecido

pulmonar em modelo experimental de leséo aguda induzida pelo
veneno de serpente Crotalus durissus terrificus”

Resumo

InvestigacBes especificas sobre as repercussées do veneno de Crotalus durissus da
espécie terrificus, no sistema respiratério, sdo escassos, portanto, 0 comportamento
das propriedades mecéanicas do sistema respiratorio, a caracterizacdo das estruturas
pulmonares e a quantificacdo do processo inflamatério gerado sdo pouco
conhecidos. Por isso, faz — se necessario conhecer os efeitos desta possivel leséo
para que, em eventual acometimento, a intervencao terapéutica seja a mais precoce
e eficiente possivel. O objetivo deste estudo foi analisar as propriedades mecéanicas
dos pulmdes e sua histologia, em modelo experimental de injdria pulmonar aguda
induzida pelo veneno de serpente Crotalus durissus terrificus (C.d.t.). Foram
estudados 45 camundongos Swiss, analisados 3 (V3), 6 (V6), 12 (V12), e 24 (V24)
horas apdés injecdo intramuscular de solugdo salina, para o grupo controle, e veneno
de serpente Crotalus durissus terrificus (0,6 pug.g %), para os grupos veneno. A dose
sub-letal utilizada nos grupos veneno foram determinadas através da DLsg obtida
previamente. Os parametros mecanicos foram coletados através do Método de
Ocluséo ao Final da Inspiracéo, posteriormente foi realizado a analise histolégica. A
analise estatistica foi realizada através do teste de normalidade de Kolmogorow
Smirnov, teste KruskalWallis ANOVA e o teste de Dunn’s para comparagoes
multiplas, para andlise das variancias. O nivel de significancia estabelecido foi de
5%. Os valores de elastancia estatica e dindmica aumentaram significativamente
apos 3 horas da aplicacdo do veneno (p<0,01), mas retrocederam a partir do grupo
V6, mantendo-se proximos aos valores basais, ja que V6, V12 e V24 néao
apresentaram diferencas significativas em relacéo ao grupo controle. Os valores de
?P1, correspondentes as propriedades resistivas do tecido pulmonar, apresentaram
aumento significativo apos 6 horas (p<0,001) em relagdo ao controle, voltando aos
valores basais nos grupos V12 e V24. Na andlise de ?P2, que corresponde a
viscoelasticidade do pulméo, observou-se um aumento em V12 (p<0,001), atingindo
valores de controle em 24 horas. Na analise histoldégica a contagem de células
polimorfonucleares apresentou aumento significativo ap6s 3 horas (p<0,001),
mantendo-se em V6 (p<0,01) e retornando a valores de controle nos grupos V12 e
V24, tanto em vias aéreas como em parénquima. As células linfomononucleares
apresentaram aumento em V6, diminuindo com 12 horas, ndo retornando a valores
basais até 24 horas, em vias aéreas, mas essa diferenca néo foi estatisticamente
significativa. JA& em parénquima, o pico apresentou-se no grupo V3 (p<0,01),
diminuindo em V6, V12, mas s6 apresentando valores basais apds 24 horas. Assim,
conclui-se que o veneno de serpente Crotalus durissus terrificus, apresenta
repercussdes pulmonares que sdo revertidas, quase totalmente, apos 24 horas de
inoculacgao.

Palavras-chave - mecanica respiratoria, histologia pulmonar, Crotalus durissus
terrificus, veneno.



“Analisys of lung tissue mechanical properties and histology in experimental
model of acute injury induced by Crotalus durissus terrificus rattlesnake

venom”

Abstract

There are very few reports related to specific inquiries on the repercussions of the
Crotalus durissus snakes venom in the respiratory system, therefore, the behavior of
the mechanical properties of the respiratory system, the characterization of the
pulmonary structures and the quantification of the generated inflammatory process
are less known. It make is necessary to study the effects of this kind of injury, to
make possible, the earlier and most effective therapeutic intervention. The aim of this
study was to analyze the lungs mechanical properties and its histology, in an
experimental model of acute lung injury induced by Crotalus durissus terrificus
rattlesnake venom. It was studied, 45 Swiss mice, analyzed 3 (V3), 6 (V6), 12 (V12)
and 24 (V24) hours after intramuscular injection of saline (control group) or Crotalus
durissus terrificus crude venom (0,6 ug.g ). The sub-lethal dose used in venom
group, was determined by the LDsg previously found. The mechanical parameters
were obtained by End Inspiratory Occlusion Method, later, the histological analyses
was conduced. The statistical analysis was carried through the Kolmogorow-Smirnov
test for normality, KruskakWallis ANOVA and Dunn’s test, for variance analyses. The
significance level was established in 5%. The static and dynamic elastance values
increased significantly after 3 hours of venom inoculation (p<0,01), but reduced at
other groups, maintaining next to control values, because V6, V12 and V24 didn’t
present significative differences when compared to control. The ?P1 values, that
corresponds to the resistance properties of lung tissue, presented a significative
increase after 6 hours (p<0,001) in relation to control, reducing to base values in V12
and V24 groups. In ?P2 analysis, correspondent to viscoelastic components, it is
observed an increase in V12 group (p<0,001), reaching control values at 24 hours. In
histology analysis the polymorphunuclear cell count presented an significat increase
after 3 hours (p<0,001), maintaining at 6 hours (p<0,01) and reducing to control
values at V12 and V24 groups, in airways as much in and parenchyma. The
linfomononuclear cells presented an increase in V6, decreasing with 12 hours and
not reaching control values until 24 hours, in airways, but these differences were not
statically significant. In parenchyma, the V3 gorup presented a significant peak value
(p<0,01), reducing in V6 and V12, but presenting control values only at 24 hours. In
conclusion, the Crotalus durissus terrificus rattlesnake venom present lung
repercussions which are reverted, after 24 hours of inoculation.

Keywords - Respiratory mechanics, lung histology, Crotalus durissus terrificus,
venom.
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1. Introducao



Os acidentes ofidicos representam um sério problema de saude publica nos
paises tropicais devido a freqiéncia em que ocorrem e alta morbidade que

ocasionam (PINHO; PEREIRA, 2001).

A composicao quimica e as atividades biolégicas dos venenos podem variar
muito entre as familias e géneros das serpentes (DOS-SANTOS, 2005). Segundo
Barraviera e Pereira (1999), a maior gravidade encontra-se nos acidentes causados

por serpentes do género Crotalus.

O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, especificamente, €
composto por uma potente proteina neurotoxica, a crotoxina, responsavel pela

toxicidade letal do veneno bruto (SANTOS 2005).

Estudos como o de Oguiura, Boni- Mitake e Radis-Baptista (2005), Santoro et
al. (1999), Toyama et al. (2003), relatam a atividade dos componentes deste veneno
no blogueio neuromuscular, mionecrose e agao edematogénica, mas seu efeito no

sistema respiratorio tém sido pouco estudado.

Segundo Vital Brazil (1972) apud Damico et al. (2005), o envenenamento por
serpentes do género Crotalus freqientemente causam insuficiéncia respiratéria

aguda relacionada a paralisia neuromuscular.

Entretanto, estudos especificos sobre o0 comprometimento respiratorio
provocado por veneno de serpente Crotalus durissus terrificus sdo muito escassos e

relatam apenas o surgimento de edema pulmonar como conseqUéncia respiratoria.



Pesquisas envolvendo a mensuracao das propriedades mecanicas elasticas,
viscosas e viscolelasticas, que permitem estudar o comportamento do sistema
respiratorio em resposta a lesdo gerada por esse veneno, nao foram encontradas na

literatura pesquisada.

Segundo Zin e Gomes (1999), a interpretacdo de variaveis ventilatorias
mensuraveis tais como volume, fluxo e pressdo sob condicfes, tanto fisiologicas
como patoldgicas, permite avaliar o comportamento mecéanico do sistema
respiratério e de seus componentes isoladamente, sendo de extrema importancia

para o conhecimento da fisiologia respiratoria.

A ventilacdo pulmonar envolve a movimentacdo do sistema respiratorio, que
requer a realizacado de um trabalho mecéanico para vencer forcas de oposicéo. Estas
incluem os componentes elasticos e viscoelasticos do tecido pulmonar e da parede
toracica, forcas resistivas resultantes do fluxo de ar nas vias aéreas e movimentacao
dos tecidos da parede torécica, forcas plastoelasticas responsaveis pela histerese,
forcas inerciais (dependentes da massa dos tecidos e dos gases), forcas
gravitacionais (normalmente incluidas nas medidas de forcas elasticas) e forcas de

distor¢do da parede toracica (ZIN; ROCCO, 1999).

A decomposicdo do sistema respiratdrio em seus componentes pulmonar e de
parede € importante, visto que apresentam propriedades mecanicas diferentes e
também existem doencas capazes de comprometer um ou outro, resultando em

disfuncdo do sistema respiratério (ZIN; ROCCO, 1999)



Segundo Alves Neto (2002), a andlise das propriedades mecéanicas do
sistema respiratério deve ser efetuada rotineiramente em pacientes entubados,
ventilados artificialmente ou ndo. Para isso, métodos de medida da mecéanica
respiratoria tém sido desenvolvidos na tentativa de se compreender a mecanica
ventilatoria, como o método da expiracdo relaxada e o da oclusdo ao final da

inspiracdo, sendo este Ultimo, o mais utilizado.

O comportamento das propriedades mecéanicas do sistema respiratério, a
caracterizacdo das estruturas pulmonares e a quantificacdo do processo inflamatoério
gerado pela acdo do veneno de serpente Crotalus durissus terrificus sdo pouco
conhecidos. Por isso, faz — se necesséario conhecer os efeitos desta possivel leséo
para que, em eventual acometimento, a intervencao terapéutica seja a mais precoce

e eficiente possivel.

1.1 Objetivos

Analisar as propriedades mecéanicas e a histologia pulmonar em modelo
experimental de lesdo pulmonar aguda induzida pelo veneno de serpente Crotalus

durissus terrificus (C.d.t.).

1.1.1 Objetivos Especificos

Observar o comportamento das propriedades mecénicas elasticas, viscosas e
viscoelasticas do sistema respiratorio em resposta a lesdo pulmonar aguda

induzida pelo veneno de serpente Crotalus durissus terrificus (C.d.t.).



Observar a histologia dos tecidos pulmonares ap6s a aplicacdo do veneno.

Correlacionar os dados obtidos sobre a mecanica do sistema respiratério com

a histopatologia.



2. Ofidismo — Crotalus durissus terrificus



Os animais capazes de produzir substancias toxicas sdo denominados
venenosos. Entre eles, aqueles que possuem aparelhos inoculadores especiais
levam o termo peconhento. As peconhas séo produtos de atividade de glandulas
Cujos canais excretores abrem-se para o exterior ou para a cavidade bucal

(FUNASA, 2001).

Os acidentes por animais peconhentos constituem problemas de saude
publica nos paises em desenvolvimento, dada a incidéncia a gravidade e as
sequelas que causam (BARRAVIERA, 1993). Dentre os acidentes por animais
peconhentos, os ofidicos, provocados por serpentes, sdo considerados os principais,

pela sua frequiéncia e gravidade (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005).

As serpentes sdo animais vertebrados, cujas glandulas salivares geram uma
secrecao especializada para a digestdo dos alimentos. Esta secrecdo é composta
por enzimas e toxinas e € injetada nas vitimas por um sistema de inoculacao

formada pelas presas (RUIZ DE TORRENT et al., 1999).

2.1 Aspectos Epidemiolégicos

2.1.1 Agentes Causais

Existem aproximadamente 3 mil espécies de serpentes em todo o mundo,
sendo que apenas 410 séo consideradas peconhentas. No Brasil, estdo catalogadas
256 espécies, sendo 69 peconhentas. Destas, 32 pertencem ao género Bothrops, 6
ao género Crotalus, 2 ao género Lachesis e 29 ao género Micrurus (BARRAVIERA,

1993; PINHO; PEREIRA, 2001).



Segundo Bochner e Struchiner (2003), a epidemiologia dos acidentes ofidicos
aponta para um perfil que se mantém inalterado ao longo dos ultimos cem anos no
Brasil. Os acidentes ocorrem com maior frequiéncia no inicio e final de ano, devido
ao clima quente e umido que ocorre neste periodo, sao prevalentes em individuos
do sexo masculino, trabalhadores rurais, faixa etaria de 15 a 49 anos, atingindo

principalmente os membros inferiores.

Atualmente, as serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por uma
maior morbidade humana do que qualquer outro grupo de serpentes venenosas. No
Brasil, elas sé@o responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos registrados. Entretanto,
sdo as serpentes do género Crotalus, as responsaveis pela maior gravidade, com
sintomatologia sistémica exuberante e poucas manifestacées locais (ARAUJO, 2003;

BARRAVIERA; PEREIRA, 1999; GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005).

A subespécie Crotalus durissus terrificus € responsavel por quase todos os
casos que ocorrem do género crotalico. Estas sdo facilmente reconhecidas pela
presenca de guizo ou chocalho na extremidade da cauda e por possuirem um
eficiente aparelho inoculador de peconha (figura 1). Portanto, provavelmente inocula

0 veneno por via intramuscular e/ou subcutanea (RIBEIRO et al., 1993).

Segundo Bancher, Rosa e Furlanetto (1973), o veneno da Crotalus durissus
terrificus apresenta intensa acdo motoxica, hemolitica, neurotdxica, nefrotoxica e

hepatotoxica.



Figura 1 — Serpente Crotalus durissus terrificus.
Fonte : www.serpentario.edu.uy

A composicao deste veneno € muito complexa, sendo constituida de enzimas,
toxinas e peptideos. As toxinas presentes sao a crotamina, crotapotina, fosfolipase
A, giroxina e convulxina (VARANDA; GIANNINI, 1994). A crotapotina e a fosfolipase
A,, formam uma fracdo do veneno chamada crotoxina que provocam alteracdes
anatomopatolégicas ap0s quatro a seis horas da inoculagdo e causam paralisia

neuromuscular semelhante ao efeito causado pelos curares (BARRAVIERA, 1990).

As neurotoxinas provenientes do veneno de serpentes que causam essa
paralisia neuromuscular agem tanto na juncéo pré-sinaptica, atraves do bloqueio da
liberacdo de acetilcolina, como pdés-sinptica, bloqueando os receptores nicotinicos

(DAMICO et al., 2005).

A crotoxina da C.d.t é conhecida por conter grande parte da toxicidade letal
do veneno bruto (SANTOS et al.,, 2005). Ela € uma neurotoxina pré-sinaptica

(AZEVEDO-MARQUES: HERING; CUPO; 2003; DAMICO et al., 2005).
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2.1.2 Distribuicdo, Morbidade, Mortalidade e Letalidade

Num acidente ofidico, o prognéstico geralmente € bom, nos casos
classificados como leves e moderados e nos pacientes atendidos nas primeiras seis

horas ap0s a picada (PINHO; PEREIRA, 2001).

O género Crotalus apresenta maior percentual de casos considerados graves
(PINHO; OLIVEIRA; FALEIROS, 2004), com elevado indice de mortalidade,
chegando a 72% nos casos nao-tratados com soro anticrotalico e a 11% quando ha

tratamento (BARRAVIERA, 1993).

A subespécie C.d.t é encontrada em todo o pais exceto em areas florestais e
litordneas (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005), sendo mais comum
nas zonas altas e secas do Brasil, desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais.
Esta subespécie € também conhecida como cascavel ou boiquira (BARRAVIERA,

1993).

Ainda segundo Barraviera (1993), existe estreita relacdo entre o nimero de
Obitos e o tempo entre o acidente e o atendimento médico. A maioria dos doentes

gue falecem, em geral, sdo atendidos seis horas ap0s o acidente.

Em estudos de Pinho, Oliveira e Faleiros (2004) realizado no estado de
Goias, o tempo entre a picada e os primeiros atendimentos, foi em sua maioria,
menor que seis horas, sendo que 69,5% dos pacientes tiveram atendimento em

menos de trés horas e 13,8% entre trés e seis horas. Esses dados estdo de acordo
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com os encontrados por Sgarbi et al. (1995) no estado de S&o Paulo, onde 78% dos

casos estudados obtiveram atendimento nas primeiras seis horas apés a picada.

Sgarbi et al. (1995) observaram ainda, que os acidentes ocorridos por
serpentes do género Crotalus variaram o seu progndéstico entre moderado (58,54%)

e grave (41,46%), ndo sendo reportado nenhum caso leve.

2.2 Patogenia

A sintomatologia decorrente dos acidentes ofidicos depende das
propriedades dos componentes do veneno inoculado (KOUYOUMDJIAN et al.,
1990). As manifestagfes apresentadas no quadro clinico variam também, de acordo
com a quantidade de veneno inoculada e o tempo que se leva para que seja
realizado o atendimento adequado (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA,

2005).

A origem da serpente também é um fator relevante ja que, segundo estudos
de Perrone, Siles Villarroel e Furtado (1989), as serpentes da mesma espécie de
localidades diferentes, podem apresentar letalidade diferentes. Para Santoro et al.
(1999), as atividades bioldgicas dos venenos podem variar drasticamente, de acordo

com a origem geografica.

2.2.1 Manifestacdes Locais

No acidente crotalico, o quadro clinico local € pouco expressivo, ndo havendo

edema ou dor, eventualmente sendo referida parestesia local (GUIA DE VIGILANCIA
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EPIDEMIOLOGICA, 2005). O veneno crotdlico quase nio produz les&o local,
habitualmente causa manifestacbes discretas como dor, eritema, edema e
parestesia local ou regional (PINHO; PEREIRA, 2001). Segundo Pinho, Oliveira e
Faleiros (2004), foi registrada recrose tecidual no local da picada em 12,9% dos

casos do estudo.

2.2.2 Manifestacdes Sistémicas

Entre as manifestagcbes sistémicas, o quadro neuroparalitico € de
aparecimento precoce caracterizando-se por ptose palpebral, diplopia e
oftalmoplegia. Uma mialgia generalizada acompanhada de mioglobindria se
manifesta cerca de seis a doze horas apds o acidente, podendo haver evolucao para

a insuficiéncia renal aguda (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005).

Ainda no estudo de Pinho, Oliveira e Faleiros (2004), 1,2% dos casos de

acidente crotalico evoluiram para insuficiéncia renal aguda.
As manifestacdes sistémicas gerais incluem malestar, prostracéo, sudorese,
nauseas, vomitos, sonoléncia ou inquietacdo e sensacdo de boca seca (PINHO;

PEREIRA, 2001).

2.3 Tratamento Soroterapico

A administracdo de soro antiofidico € o tratamento mais eficaz em casos de

acidentes com serpentes (ZAMUNER et al., 2004). Contudo, segundo Ruiz de



13

Torrent et al. (1999), o veneno de uma mesma espécie pode apresentar diferentes

caracteristicas quimicas e farmacoldgicas, conforme a regido em que habita.

Aradjo (2003), caracteriza o soro como neutralizador do veneno, nao
determinando a regeneracdo das hemacias, do endotélio e dos tecidos em geral,
apenas evitando a progressdo destes fendbmenos, fazendo-se necessario instituir
medidas de suporte como a elevacdo do membro afetado, uso de analgésicos,

hidratacdo e antibioticoterapia.

Sgarbi et al. (1995), afirmam em estudo que, quanto antes se administrar o
soro antiofidico, mais eficiente sera o tratamento e melhor o prognéstico do paciente.
Em um estudo experimental com veneno de C.d.t.,, Ribeiro et al. (1993), observaram
gue a administracdo do antiveneno via intraperitonial (i.p.), ofereceu maior protecao
do que aquele administrada via intramuscular (local), apresentando menor taxa de

Obito em 48 horas.

2.4 Complicacdes

A principal complicacdo desse tipo de acidente € a insuficiéncia renal aguda,
com necrose tubular, geralmente de instalacdo nas primeiras 48 horas (PINHO;

PEREIRA, 2001).



3. Mecanica Respiratoria
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Com a finalidade de estudos sobre a mecéanica ventilatoria, dividimos o
sistema respiratério em dois componentes: 0 pulméo e a parede toracica. A parede
toracica compreende todas as estruturas que se movem durante o ciclo ventilatorio,
inclusive a parede abdominal que se move para fora durante a inspiragcdo. A
decomposicdo deste sistema em componentes pulmonar e de parede se faz
necessaria, pois, possuem propriedades mecéanicas diferentes e existe a
possibilidade de acometimento isolado, resultando em disfuncdo do sistema

respiratério (ZIN; ROCCO, 1999).

3.1 Mdasculos Respiratorios

Os masculos respiratérios sdo musculos estriados esqueléticos que
apresentam maior resisténcia a fadiga, possuem um fluxo sanguineo elevado, uma
maior capacidade oxidativa e grande densidade capilar. Essas caracteristicas
permitem a musculatura, ve ncer cargas elasticas da parede respiratéria e pulmdes e

resistivas das vias aéreas (WEST, 1996).

O diafragma é uma fina estrutura muasculo-tendinea que separa a parede
toracica em dois compartimentos: a caixa toracica formada pelas costelas e o
abdome. Suas fibras musculares sdo ativadas durante a inspiracdo, fazendo com
gue seu comprimento axial diminua e o musculo descenda, resultando assim, em
expansdo da caixa toracica no eixo craniocaudal e no deslocamento das visceras

abdominais, com aumento da pressédo abdominal (DE TROYER, 1998).
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E constituido por dois muasculos: o costal e o crural, inseridos em um tend&o
central ndo contrétil. O diafragma costal origina-se no tendao central e converge-se
para o apéndice xiféide (fibras esternais) e o diafragma crural (ou vertebral) vai do
tenddo central para a por¢cdo superior da terceira vértebra lombar (ZIN; ROCCO,

1999).

Segundo Levitzky (2004), o diafragma é responsavel pelo deslocamento de
aproximadamente 2/3 do ar que entra nos pulmdes durante a respiracdo normal
tranquila em decubito dorsal. Nas posi¢cOes ereta, sentada ou em pé, esta proporgcao

se mantém em 1/3 a % do volume corrente.

Durante a expiracdo, normalmente se considera que o diafrgama esta
relaxado, mas € provavel que algum ténus seja mantido, especialmente quando o

individuo se encontra em posic¢ao horizontal (LEVITZKY, 2004).

Em estudos de Rowley, Mantilla e Sieck (2005), observou-se que o musculo
diafragma apresenta, relativamente, menor plasticidade em resposta a perturbacdes
de carga e/ou atividade, diferentemente dos musculos costais, nos quais mudancas

estruturais e funcionais mais substanciais foram encontradas.

Os musculos interscostais sdo aqueles presentes nos espacos entre as
costelas, nos quais a disposicado das fibras determina sua funcdo. Os intercostais
externos sdo considerados inspiratérios, pois, em contracao, provocam expansao do

térax em ambos os diametros lateral e antero-posterior.
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J& os musculos intercostais internos, participam da expiracdo, quando ativa,
ja que esta fase ocorre passivamente devido as propriedades elasticas do sistema
respiratério, provocando diminuicdo do volume toracico (WEST, 1996). Algumas
controvérsias sobre a funcdo de tais muasculos foram encontradas em estudos
eletromiograficos de De Troyer (1998), que dentificou a participacdo dos grupos
inter6sseos externos e internos, nas diferentes fases da inspiracdo e expiracdo, em

experimentacdo com animais.

Segundo Rowley, Mantilla e Sieck (2005), estes musculos atendem a funcdes
tanto respiratérias como posturais, em condi¢cdes de carga e padrdes de atividade

completamente diferentes.

Outros musculos considerados inspiratérios sdo: o0s escalenos e 0s
paraesternais, que provocam expansdo nas costelas superiores, € 0s musculos
acessorios (esternocleidomastoéideo, trapézio, grande dorsal, peitoral maior), que
usualmente s&o utilizados na manutencdo da postura, entretanto, participam da
inspiracdo em casos de disfungcdo ou quando a demanda ventilatéria excede a

capacidade dos musculos inspiratorios primarios (ZIN; ROCCO, 1999).

Para Zin e Rocco (1999), o comprimento 6timo dos musculos paraesternais e
escalenos ocorre, contrariamente ao diafragma, mais préximo da capacidade
pulmonar total (CPT) do que na capacidade residual funcional (CRF), permitindo que
0s mausculos inspiratorios, trabalhando de maneira coordenada, gerem pressao em

presenca de uma ampla margem de volumes pulmonares.
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A ventilagdo efetiva depende da atividade coordenada entre os principais
musculos da inspiracéo e os musculos das vias aéreas superiores. A ativacao destes
musculos, mantém a estabilidade das vias, reduz a resisténcia e diminui o trabalho

respiratorio (ZIN; ROCCO, 1999).

Durante a respiracdo normal tranquila a expiracdo € passiva, onde a retracao
elastica aumentada dos alvéolos distendidos € suficiente para reduzir o volume
alveolar e aumentar a pressdo alveolar em relacdo a pressdo atmosférica
(LEVITZKY, 2004). A contracdo ativa dos musculos inspiratorios leva a distenséo
dos tecidos elasticos dos pulmbes e da parede toracica, com conseqlente

armazenamento de energia potencial nesses tecidos (ZIN; ROCCO, 1999).

O processo de expiracdo é suavizado pela acdo de frenagem que ocorre pela
desativacdo lenta e gradual dos musculos inspiratorios previamente contraidos. A
expiracao ativa ocorre durante o exercicio, a fala, o canto, a fase expiratoria da tosse

e do espirro e em estados patoldgicos (LEVITZKY, 2004).

Os abdominais sdo os musculos expiratorios mais importantes na ventilagao.
Sua acédo resulta em reducdo da pressdo abdominal e deslocamento cranial do

diafragma, levando a reducédo do volume pulmonar (CAPELLO; DE TROYER, 2004).

As mudancas na estrutura e funcdo dos musculos podem ocorrer durante a
contracdo e atividade ventilatéria, assim como em resposta a varias condi¢cdes

patofisiologicas (ROWLEY; MANTILLA; SIECK, 2005).
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O padrao ritmico continuo da atividade motora associado a respiracéo faz dos
musculos respiratorios, os mais ativos do corpo humano, com uma carga bem
diferente daquela imposta aos musculos posturais e locomotores (ROWLEY;

MANTILLA; SIECK, 2005).

3.2 Propriedades Elasticas do Sistema Respiratorio

Os tecidos dos pulmbes e térax sdo constituidos por fibras elasticas,
cartilagens, células epiteliais e endoteliais, glandulas, nervos, vasos sanguineos e
linfaticos que possuem propriedades elasticas que permitem o retorno do sistema
ventilatério a sua forma original apos sofrer deformacdo por uma forca aplicada
sobre ele (ROMERO et al., 1998).

Esse comportamento segue a Lei de Hooke para corpos perfeitamente
elasticos como uma mola, ou seja, ao sofrer a atuacdo de uma unidade de forca,
este corpo apresentara uma modificagdo unitaria em seu comprimento. Quando a
forca for de duas unidades, seu comprimento sera modificado em duas unidades e
assim sucessivamente, até atingir ou exceder seu limite elastico. Portanto, quanto
mais intensa for a presséo gerada pelos muasculos inspiratorios, maior sera o volume
inspirado, considerando que quando cessada a forca externa, o tecido retornara a

sua posic¢éao original (ZIN; ROCCO, 1999).
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Durante o relaxamento dos musculos ventilatérios, a pressdo gerada pelo
sistema respiratorio sob condi¢cdes estaticas, seja qual for o volume pulmonar,

resultara das forcas liberadas por seus componentes elasticos (D’ANGELO, 1998).

A relacdo entre volume e presséo independe da velocidade com que o volume
€ atingido (fluxo), ou seja, sdo medidas em condi¢cdes estaticas. Na figura 2,
podemos observar que a inclinacdo da curva volume-pressao (VP) ou a relacao
entre a variacdo de volume gasoso mobilizado QV) e a pressdo motriz, diferenca
entre as pressfes na abertura das vias aéreas e no ar ambiente, determina a
complacéncia do sistema respiratorio (Crs), sendo esta, o inverso da elastancia
(Ers). Portanto, o - PdD v , onde a Pel.rs, representa a pressao elastica

, IS

do sistema respiratério. Uma maior Crs indica uma maior distensibilidade dos

tecidos, assim como, a diminuicdo (maior inclinacdo da curva VP), representa rigidez

ou reducdo da complacéncia pulmonar, da parede ou de ambas (ZIN; ROCCO,

1999).
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Observa-se também, que a pressdo de relaxamento se torna negativa em
volume residual, ou seja, a partir da capacidade residual funcional, onde a pressao
elastica é igual a zero, mostrando uma tendéncia da parede toracica em se expandir,

maior do que a tendéncia do pulméo em colapsar (D’ANGELO, 1998).

A forca de distensdo dos pulmdes € a diferenca de pressédo entre a pressao
alveolar e a pressao pleural (pressao transpulmonar), enquanto a forca de distenséo
da caixa toracica é a pressdo pleural a qual todas as estruturas, assim como o
coracdo e 0s vasos intratoracicos, estdo sujeitos (GATTINONI et al.,, 2004). A
pressdo motriz do sistema respiratério, que, em condi¢cdes normais, € aquela gerada
pela contracdo dos musculos inspiratorios, precisa vencer as forcas elasticas e

resistivas para insuflar os pulmdées (ZIN; ROCCO, 1999).

3.2.1 Propriedades Elasticas do Pulméo

Duas estruturas principais contribuem para o comportamento eldstico do
parénquima pulmonar, as fibras teciduais e o revestimento alveolar (ROMERO et al.,
1998). Os pulmdes tendem sempre a se retrair e colabar devido a forca de retracdo

elastica, presente devido as fibras elasticas e colagenas e a sua disposicéo

geomeétrica, que tendem a trazé-los ao seu volume minimo (ROBATTO, 1998).

Além das propriedades elasticas dos tecidos pulmonares, um outro fator
importante que contribui para suas caracteristicas elasticas é a tenséo superficial (T)

da pelicula liquida que reveste os alvéolos (LEVITZKY,2004).
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Essa pressao interna pode ser predeterminada pela Lei de Laplace

modificada, onde p=2T o nimero 2 representa uma interface ar-liquido e R, o raio
R

alveolar (ZIN; ROCCO, 1999).

Todas as estruturas do pulmdo encontram-se interligadas pela trama de
tecido conjuntivo pulmonar, assim, quando ha insuflacao, todos esses componentes
se dilatam, constituindo um fendmeno denominado de interdependéncia (ZIN;

ROCCO, 1995).

A presenca do surfactante faz com que a tensao superficial se modifique em
funcé@o do volume alveolar, contribuindo para o aumento da complacéncia pulmonar

e para a diminuicao do trabalho respiratorio (ROBATTO, 1998).

A complacéncia pulmonar (CL), que avalia a propriedade elastica do pulmao

como um todo, é determinada por CcL = LL , sendo Pel.L, a diferenca

Pel
entre a pressdo na abertura das vias aéreas (Pao) e a pressdo intrapleural

(D’ANGELO, 1998).
3.2.2 Propriedades Elasticas da Parede Toracica
A parede toracica inclui, além do térax, o diafragma, a parede abdominal e o

mediastino (ZIN; ROCCO, 1999). Como ja descrito, a elastancia € dada como

inverso da complacéncia.
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A complacéncia da parede toracica (Cw) é descrita pela relacdo entre o
volume do térax e a pressdo de distensdo (Pw), ou seja, a diferenca entre as
pressdes dentro da superficie pleural e fora da superficie corporal (presséo

barométrica), Pw=Ppl - Pbs. Logo, cyw=-PY_, sendo Pelw a pressdo elastica da
Pel,W

parede toracica (D’ANGELO, 1998).

Os pulmdes deslocam a caixa toracica e a pressdo gerada pela interagdo
entre 0 pulmdo e a parede, que pode possuir propriedades elasticas diferentes, é

denominada presséao pleural (GATTINONI et al., 2004).

3.2.3 Presséo Esofageana

A variacdo da pressdo esofageana é considerada um indice aceitavel da
variacdo de pressao intrapleural, devido ao fato do esbéfago se localizar no térax,
entre os pulmdes e a parede toracica e ser constituido por fina parede,

apresentando pouca resisténcia a transmissdo da pressdo intratoracica (ZIN;

ROCCO, 1999).

Segundo Baydur et al. (1982), a técnica do baldo esofageano pode ser
considerada uma abordagem adequada para mensurar tal pressdo, fornecendo
medidas importantes para estudos da mecanica pulmonar. O procedimento ideal
para o correto posicionamento do baléo no teste de oclusédo baseia-se na introducéo
do mesmo pelo nariz até o estdbmago, recuando-o gradualmente até atingir um
desvio negativo durante a inspiracdo e depois mais alguns centimetros (humanos

adultos aproximadamente 10 cm), mantendo-o no nivel alcancado.
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A seguir realiza-se entdo, a interrupcéo da respiracéo ao final da expiragao. A
manobra é repetida diversas vezes para comparacdo com a pressao traqueal. Uma
concordancia entre tais pressdes reflete em um adequado posicionamento do
cateter esofageano, estando apto a fornecer medidas vélidas da variacdo da

presséao na superficie pleural.

3.3 Propriedades Resistivas do Sistema Respiratorio das Vias Aéreas.

A resisténcia do sistema respiratorio imposta ao fluxo aréreo é muito

importante na determinacdo do comportamento mecanico do sistema (BATES,

1988). Ela é representada por res=€'S onde Pres, rs é a pressdo resistiva do
v

sistema. A Rrs é determinada pela resisténcia das vias aéreas e pela resisténcia a
movimentacao dos tecidos pulmonares (RL) e da parede toracica (Rw). A resisténcia
pulmonar, constitui-se da resisténcia das vias aéreas, relacdo entre o gradiente de

presséo total ao longo das vias aéreas e o0 fluxo Raw= DPaw "o resisténcia tecidual,
VI

(Rti) (ZIN; ROCCO, 1999).

3.3.1 Resisténcia Tecidual

A resisténcia tecidual é determinada pelas perdas energéticas geradas pela
viscosidade (atrito) pertinente a movimentacdo dos pulmdes e depende da
velocidade de deslocamento do ar, sendo importante na inspiracdo e na expiracao.
Quanto maior a forca dissipada para vencer a resisténcia do atrito nos tecidos

durante a expiracdo, menor sera a forca elastica disponivel para vencer a resisténcia
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pulmonar. Em individuos normais, a resisténcia tissular corresponde a 20% da
resisténcia pulmonar, sendo o restante representado pela resisténcia de vias aéreas

(ZIN; ROCCO, 1995).

3.3.2 Resisténcia da Parede Toracica

A resisténcia da parede toracica € determinada pelas perdas energéticas
geradas pela viscosidade pertinente & movimentagdo de moléculas que constituem
os tecidos da parede toracica, podendo ser responsavel por até 30% da resisténcia

total do sistema respiratério (ZIN; ROCCO, 1999).

3.4 Viscoelasticidade

As propriedades viscoelasticas permitem que os tecidos, quando subitamente
deformados e posteriormente submetidos a deformag&o constante, apresentem uma
reducdo da tenséo (stress relaxation) (ROMERO et al., 1998). Esse comportamento
€ observado tanto no tecido pulmonar como em parede toracica, permitindo o
intercambio de pressao entre 0 componente elastico e resistivo (SALDIVA et al.,

1992; BATES et al., 1988a).

Segundo Kochi et al (1988), durante uma pausa inspiratéria, a energia
potencial acumulada nos componentes elasticos pode ser dissipada na forma de
calor nos componentes resistivos. Afinal, a dissipacdo de energia por parte dos
tecidos pulmonares ndo cessa no mesmo momento em que se interrompe o fluxo

(BATES et al., 1988a).
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Para Bates et al. (1988b), a viscoelasticidade é a manifestacdo do
comportamento de recuperacdo do estresse sofrido pelo tecido e pode ser
geometricamente demonstrado por um modelo de resisténcia - elastancia em

paralelo.

3.5 Estudos da Mecanica Respiratoria

No intuito de se entender mais detalhadamente o comportamento das
propriedades mecéanicas diante de situacdes, tanto fisioldgicas como patoldgicas,
diversos estudos foram realizados na tentativa de se criar modelos capazes de

fornecer tais informacoes.

O modelo mais simples de estudo do sistema respiratorio esta representado
na figura 3, formado por dois elementos, com representacdo de uma elastancia e de
uma resisténcia. O modelo é governado pela “equacdo de movimento do sistema
respiratorio” P(t) = RV'(t)=EV(t), onde P é a pressdo de abertura das vias aéreas ou
a pressao transpulmonar, E e R sdo, a elastancia e resisténcia, respectivamente,

V(t) é o volume, V'(t) o fluxo e t caracteriza o tempo.

A B

. Y IE@ R

Figura 3- Modelo linear unicompartimental.
NOTA: A- tubo de resisténcia R e baldo com elastancia E. B — representagdo mecanica.
V — volume.
Fonte: (ALVES NETO, 2002)
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A técnica da ocluséo rapida da via aérea ao final da inspiracéo foi inicialmente
descrita por Von Neergaard e Wirz, (1927). Ao ocluir as vias aéreas, as forcas
dissipativas relacionadas ao fluxo deixariam de existir restando apenas as forcas
relacionadas a elasticidade do sistema respiratério. A resisténcia ao fluxo no trato
respiratorio poderia ser medida relacionando-se a variacdo de fluxo. A técnica da
interrupcdo forneceu aos pneumologistas um meio rapido, ndo invasivo e
conveniente para estimar a resisténcia do sistema respiratério. Entretanto, essa
técnica caiu em desuso, porque os valores da resisténcia que oferecia, eram dificeis

de serem interpretados fisiologicamente (MEAD; WHITTENBERGER, 1954).

Rattenborg,(1956), utilizou a técnica da oclusdo rapida da via aérea
submetida a uma ventilacdo com fluxo constante. O método consistia na insuflacéo
do sistema respiratorio previamente relaxado com um fluxo aéreo e volume
constantes, registrando-se as variagfes de pressdo traqueal. A seguir ocluia-se as
vias aéreas ao final da inspiracéo, observando-se uma queda rapida seguida de uma
gueda lenta até atingir um platé. Essa queda lenta foi explicada através do conceito
de ‘“estresse relaxation”, das possibilidades de redistribuicdo de fluxo e da
viscoelasticidade do sistema respiratorio para explicar a existéncia do componente

ndo newtoniano da resisténcia.

Wilhelm Weber, em 1835, observou que fios de seda obedeciam a lei da
proporcionalidade entre a carga aplicada e o alongamento resultante (lei de Hooke),
mas apenas por um curto periodo de tempo apds a aplicacdo de carga. Quando a
carga era aplicada por um periodo prolongado, o alongamento aumentaria

continuamente (DORRINGTON,1980 apud ALVES NETO, 2002).
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Na década de 50, Mount (1955), Otis et al. (1965) e Mead (1969),

descreveram os primeiros modelos bicompartimentais. Eles associavam a natureza

multicompartimental do sistema respiratério a heterogeneidade da distribuicdo de

gas nos pulmdes, Otis et al. (1965) (figura 4) e Mead (1969) (figura 5), ou a

viscoelasticidade dos tecidos pulmonares Mount (1955) (figura 6).

Figura 4 — Modelo linear bicompartimental
paralelo. NOTA: A - dois compartimento
alveolares em  paralelo, apresentando
resisténcias de vias aéreas R e R, em série
com as elastancias E; e E,. B — representacao
mecanica. V - variacdo de volume.

Fonte: (ALVES NETO, 2002)

\

Figura 5 — Modelo linear bicompartimental em
série. NOTA: A — duas regides pulmonares,
uma proximal (R;E;) e outra distal (R:Ej),
representando vias aéreas centrais e
proximais. B — representacdo mecanica. V —
variagcdo de volume.

Fonte: (ALVES NETO, 2002)
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Figura 6 — Modelo linear bicompartimental de Mount.
NOTA: A — pulmBes homogéneos com resisténcia de vias aéreas Rint e elastancia
Est, apresentando propriedades viscoelasticas teciduais, representadas por R, e
E,. B — representagcdo mecénica. V — variagdo de volume.
Fonte: (ALVES NETO, 2002)

Sharp et al., (1967), propuseram um modelo viscoelastico similar ao de

Mount, entretanto, os autores incluiam a parede toracica.

Zin et al., (1983), utilizaram as medidas de presséo esofageana para dividir as
propriedades elasticas e resistivas do sistema em componentes de pulméao e parede

toracica.

Bates et al.,(1985), realizaram uma andlise teérica do comportamento nao
homogéneo do sistema respiratério submetido a ventilacdo com fluxo constante,
seguida por uma rapida oclusdo das vias aéreas. Foi observado um pico (valor
méaximo) seguido de uma queda rapida (?P1), correspondendo ao componente
viscoso do sistema respiratério, até um ponto de inflexdo (Pi), e posteriormente, a
uma queda lenta (?P2) até atingir um platd (pressao de retracdo elastica do sistema
respiratorio), correspondendo a pressdo dissipada em decorréncia da

viscoelasticidade e/ou inomogeneidades, determinadas, respectivamente, pelo

“stress relaxation” e “pendeluft .
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Este modelo foi validado por Bates et al. (1988a), que utilizaram capsulas
posicionadas em pontos diferentes da superficie pleural e observaram que a presséo
alveolar mostrava comportamento semelhante a ?P2, indicando que esta, ocorre em
consequéncia a um fenbmeno em tecido pulmonar, sendo uma manifestagdo do

comportamento tecidual de adaptacéo ao estresse.

Em um modelo semelhante, Bates et al. (1989), mostraram que em estudos
com animais intactos, a mecéanica pode ser estudada sob dois submodelos, pulméo
e parede toracica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que sé&o

submetidos a mesma variacao de volume (figura 7).

PULMAO PAREDE TORACICA

» Rinit, w

Figura7 - Modelo de Bates.
NOTA: Pulmao e parede toracica apresentam um componente resistivo (Rint),
em paralelo com um corpo de Kelvin, composto por componente elastico (Est)
em paralelo com um corpo de Maxell, conjunto de amortecedores e mola em
série (R;E, ) representando o componente viscoelastico. V - variacdo de
volume.
Fonte: (ALVES NETO, 2002)
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4.1 Caracterizacdo do Estudo

Este € um estudo controlado experimental em modelo animal, que visa
estudar o comportamento das propriedades mecanicas e a histologia do parénquima

pulmonar.

4.2 Amostra Experimental

Foram utilizados 45 camundongos machos da raca Swiss, com peso médio
de 28 a 30g, fornecidos pelo biotério da Universidade do Vale do Paraiba — UNIVAP
— S&0 José dos Campos (SP). Os animais foram acondicionados no biotério de
passagem do Laboratério de Fisiologia e Farmacodinamica do Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba e mantidos em
ambiente limpo e seco, com luminosidade natural, respeitando o ciclo claro/escuro
de 12h, temperatura e umidade relativa do ar adequadas. A racdo e a agua eram ad

libitum e monitoramento diario para troca de palha e agua.

4.3 Aspectos Eticos e Legais

Previamente, o projeto do estudo foi submetido a apreciacdo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Vale do Paraiba, tendo sido aprovado
sob o numero LO57/2005/CEP. Foram seguidos os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, editados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

— COBEA/Junho de 1991.
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Caracterizacao dos Grupos Experimentais

Para a realizacdo dos experimentos o0s animais foram divididos,

aleatoriamente, em cinco grupos distintos:

Grupo Controle (C): nove camundongos, submetidos a injecéo intramuscular
(i.m.) de solucéo fisiologica isotdnica a 0,9% e a ventilacdo mecéanica 3 horas
apos a aplicacdo da solucéo), com a finalidade de posterior comparacéo entre

0s parametros fisioldgicos e patoldgicos.

Grupo experimental 3 horas (V3): nove camundongos, submetidos a injecéo
intramuscular do veneno de C.d.t e a ventilagdo mecéanica 3 horas apés a

aplicacéo do veneno.

Grupo experimental 6 horas (V6): nove camundongos, submetidos a injecéo
intramuscular do veneno de C.d.t. e a ventilagdo mecénica 6 horas apds a

aplicacéo do veneno.

Grupo experimental 12 horas (V12): nove camundongos, submetidos a
injecao intramuscular do veneno de C.d.t. e a ventilagcdo mecéanica 12 horas

apos a aplicacao do veneno.

Grupo experimental 24 horas (V24): nove camundongos, submetidos a
injecdo intramuscular do veneno de C.d.t. e & ventilagdo mecéanica 24 horas

apos a aplicacdo do veneno.
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4.5 Veneno

O veneno bruto de C.d.t foi cedido pelo Serpentario do Centro de Estudos da
Natureza (CEN) da Universidade do Vale do Paraiba — UNIVAP — S&o José dos

Campos (SP).

4.6 Dose Letal (DLsp)

Para determinacéo da dose a ser utilizada (sub-letal) foi realizada uma curva
dose-resposta, a fim de se conhecer a DLsg (dose letal responsavel por pelo menos

50% das mortes dentro de um grupo) (VIEIRA et al., 1989).

No célculo da dose sub-letal DL-50, foram utilizados cinco grupos de seis
camundongos Swiss, pesando 28-30g, nos quais foram inoculados solucdo salina
para controle e quatro doses diferentes do veneno C.d.t. bruto (0,50; 0,60; 0,80 e

1.10ny/g de peso corporal, i.m.) diluidas em 50 nL de solucdo salina. As mortes

foram observadas apés uma, trés, seis, doze e vinte e quatro horas apds a

inoculagéo do veneno.

4.7 Protocolo Experimental

Para a realizacdo do protocolo, apés o célculo da DL50, inicialmente os

animais foram sedados com 0,5 m de Diazepam COMPAZO, Laboratorio CRISTALIA

Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, intraperitonial (i.p.).
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Apoés a sedacdo, os camundongos foram pesados em balanca de precisao
BEL Engineering, BEL Equipamentos Analiticos Ltda e posteriormente anestesiados
com 0,7nL, (i.p.) de Tiopental Soddico THIONEMBUTAL®, Laboratorio ABBOT

Laboratérios do Brasil Ltda.

Depois do procedimento de sedacdo e anestesia, foi inoculado nos
camundongos do grupo C, na regido da musculatura do quadriceps direito 50mnL
(i.m.) de solugéo fisiolégica isotdnica a 0,9%. Nos grupos V3, V6, V12 e V24, foi
injetada a dose de 0.60 ng/g de peso corporal, i.m., diluido em 50 niL de solucéo

fisioldgica isotdnica a 0,9%.

Posteriormente, os camundongos de todos os grupos foram mantidos em
caixas de polipropileno convencionais com acesso a ra¢do e agua ad libitum, em
ambiente tranquilo, bem ventilado, respeitando o ciclo claro/escuro de 12 horas,

durante os periodos de tempo previamente estabelecidos.

Apbs as horas pré-determinadas para o experimento (3, 6, 12 e 24 horas), 0s
animais foram novamente sedados e anestesiados conforme o protocolo utilizado
anteriormente, sendo posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirdrgica,

estabilizados através da fixacdo dos seus membros com fita adesiva.

Em seguida, foi realizada uma traqueostomia para a introducdo de uma
canula BD Angiocath™, BECTON DICKINSON IND. CIRURGICAS Ltda., com
30mm de comprimento e 1,1 mm de diametro interno, sendo fixada a traquéia por

meio de fios de seda 3-0 para sutura.
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Figura 8 — Montagem equipamento X animal.

A seguir, a canula traqueal foi conectada a um pneumotacografo para
pequenos animais, seguindo recomendacfes de Mortola e Noworaj (1983). O
penumotacografo por sua vez foi conectado a um ventilador mecanico modelo
Samay MVR16xp (Montevideo - Uruguai). Uma das saidas laterais do
pneumotacografo foi conectada a um transdutor de pressdo para mensurar a
pressdo traqueal (Ptr), e as outras duas saidas contralaterais, ligadas a um
transdutor diferencial de pressdo para mensurar o fluxo das vias aéreas (V'),

conforme demonstrado na figura 8.

Figura 9 — Montagem do equipamento.
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Os transdutores de sinais foram conectados a um condicionador de sinais
EMGsystem do Brasil com 8 canais de entrada analégica, amplificacdo de 1000
vezes, banda de freqiiéncia de 20 a 500 Hz e conversor analogo-digital de 12 bits de
resolucdo, a uma frequéncia de 250 Hz, utilizado para o processamento dos sinais
através de um microcomputador (figura 9), utilizando o software Windagq™ 2.81

(DATAQ Instruments, Akron, Ohio, USA), conforme demonstrado na figura 10.
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Figura 10 — Print — screen do software de aquisicdo de dados WindaqTM 2.81.

O fluxo do ventilador foi gerado através de um cilindro de oxigénio comprimido
(White Martins Praxair INC.), conectado ao ventilador por uma valvula redutora de

fluxo (Narcosul Ltda, Porto Alegre, Brasil).
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Os condicionadores utilizados para 0 processamento dos sinais, séo
equipamentos eletrbnicos que modificam o sinal de entrada. Através de um
conversor analégico/digital (A/D), é convertido um sinal analdgico, aquelas aijas
medidas podem assumir uma infinidade de valores, em um dado digital. O sinal
digitalizado pode entdo ser manipulado por programas através de um

microcomputador.

A grandeza fisica a ser medida é convertida em tenséo elétrica através de um
sensor/transdutor que € entdo aplicada no conversor A/D que pos sua vez converte
um sinal analdgico de tensédo elétrica em uma informacédo digital. Esse namero é

proporcional a tensado elétrica na entrada do conversor.

Conhecendo-se a faixa de entrada e a resolucado do conversor A/D, pode-se
calcular a tensdo elétrica na entrada do conversor a partir do valor digitalizado.
Como a grandeza de interesse, em geral, ndo € tensdo elétrica, a medida da
grandeza n&o pode ser obtida diretamente, sendo necessario efetuar a conversao do

dado digitalizado para o valor da grandeza (EMG SYSTEM DO BRASIL, 2003).

4.8 Estudo da Mecanica Respiratoria pelo Método da Ocluséo ao Final

da Respiracéao

A mecanica respiratoria foi avaliada pelas propriedades elasticas, viscosas e
viscoelasticas dos pulmdes, analisadas através de parametros obtidos pela
ventilacdo mecénica, utilizando-se 0 método da oclusdo ao final da inspiracao,

descrito por Bates et al. (1985).
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Apés a realizacdo da traqueostomia, os animais foram curarizados com 0,7mi
(administrado pela veia peniana) de Brometo de Pancurbnio PANCURONP

Laboratério CRISTALIA.

Entdo, a canula traqueal foi conectada ao pneumotacégrafo, de acordo com
0S seguintes parametros ventilatorios: volume corrente (VC) de 0,2 ml, fluxo aéreo
(V") de 1 mi/s e presséo positiva final da expiracdao (PEEP) de 2 cmH,0O, constantes,

seguindo protocolo utilizado por Silveira et al. (2004).

O térax do animal foi aberto a partir de uma incisdo abdominal e retirada do
musculo diafragma e 0sso esterno, visando a remocao da parede toracica. Apds a
estabilizacdo dos parametros ventilatorios os pulmdes foram submetidos a pausas

inspiratérias de 6s, para a realiza¢do das medidas da mecanica ventilatoria.

O tempo total de coleta foi de um minuto e trinta segundos, suficiente para o

registro de dez curvas de pausas inspiratorias.

48.1 Anédlise das curvas

Em um sistema onde a parede toracica se encontra intacta, a pressao
tragueal (Ptr) representa as pressdes dissipadas pelo sistema respiratorio e a

pressao esofageana (Pes) representa a pressao gerada pela parede toracica.
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Ao subtrairmos a Pes da Ptr, obtém-se as pressoes de pulmdes. No presente
estudo, devido ao fato do térax estar aberto, com a parede toracica removida, a

pressao Ptr representou os dados de pressao de parénquima pulmonar.
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Figura 11 — Curvas fluxo e presséo traqueal em relacéo ao tempo.

Conforme a figura 11, ap0s a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiragéao,
ocorre uma queda subita da presséao traqueal (Ptr), partindo do valor maximo (Pmax)
até um ponto de inflexdo (Pi), a partir do qual o decaimento da pressdo assume um
carater mais lento até atingir um platé. Essa fase de platd corresponde a pressao de

retracdo elastica dos pulmdes (Pel).
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A diferenca de pressdo (?P1l) que caracteriza a queda rapida inicial,
representada pela diferenca entre a pressdo maxima inicial (Pmax) e Pi,

corresponde ao componente Vviscoso.

A segunda variacdo de pressao (?P2), representada pela queda lenta, que vai
de Pi ao platd (Pel), reflete a pressao dissipada para vencer o componente
viscoelastico. A soma de ?P1l e ?P2 fornece a variacdo total de pressdo nos

pulmbes (?Ptot).

As elastancias estatica (Est) e dinamica (Edyn) podem, entdo, ser obtidas
dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente, sendo ?E a diferenca

entre Edyn (elastancia estatica) e Est (elastancia dinamica).

Para obtencdo do Pi, foi utilizada um ajuste ndo-linear para decaimento
exponencial de duas curvas, determinando o tempo de queda rapida e queda lenta,
e a partir deste, o valor da pressdo no momento da passagem de ?P1 para ?P2.

Para tal, foi utilizado o software Microcal Origin 6.0.

Para obtencéo dos parametros analisados, foram utilizadas as seguintes

formulas:
DP1= Pméx- Pi Eg =9
VC
) Pi
DP2=Pi - Pd Edyn=—
VC
DE = Edyn - Est

DPtot = DP1+DP2
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Segundo Gattinoni et al. (2004), quando dividimos a mecénica respiratoria em
componentes de pulmao e parede toracica, é conveniente utilizar os parametros de
elastancia. Neste estudo, apesar da mecanica ter sido discutida anteriormente como
complacéncia, foram utilizados os valores de elastdncia como parametro de

comparacao.

4.9 Estudo Histopatologico

49.1 Retiradados Pulmodes

Apobs o registro das curvas das pressdes ventilatérias procedemos a retirada
dos pulmdes para a analise histopatoldgica. Os animais foram sacrificados por
seccdo da cava abdominal, gerando hemorragia intensa com a finalidade de
exsanguinar os pulmdes. Um volume de 0,3 ml de formol foi instilado nos pulmbdes
com o0 objetivo de evitar o colabamento das vias aéreas periféricas. A traquéia foi
exposta e ocluida por fio. Os pulmdes foram entdo removidos e o lobo superior do

pulmé&o esquerdo separado.

49.2 Fixagao e Preparo das Laminas

Apoés a retirada, o lobo pulmonar retirado foi submetido ao processo de
fixacdo, sendo mantido em formol a 10%, por um periodo de 48 horas. Entdo, foi
realizado a inclusdo em parafina, sendo submetido a um processo de desidratacao,
permanecendo 24 horas em alcool 70% e 24 horas em alcool 96%. Por ultimo, foram

colocados em alcool absoluto (100%), por 8 mais horas
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A peca pulmonar foi, entdo, submetida a duas passagens de 2 horas em xilol
P.A. (F. MAIA Industria e comércio Ltda). Posteriormente, foram realizados dois
banhos de parafina (Laboratério Qeel - Quimica Especializada Erich Ltda), de 2

horas, em estufa, por mais 4 horas e depois emblocados.

J& em blocos de parafina, o material foi processado manualmente em
microtomo Leica 818 (eica Microsystems) respeitando o0 eixo sagital, em cortes

histolégicos com 3um de espessura e corados com hematoxilina-eosina (HE).

4.9.3 Andlise Histopatologica

As laminas obtidas foram submetidas a andlise quantitativa de células
inflamatérias polimorfonucleares (neutréfilos) e mononucleares (macrofagos e
linfécitos), realizadas pela técnica de contagem de pontos e expressas em
porcentagem, e qualitativa pela observacdo de edema, hemorragia e integridade de

parede alveolar.

A técnica de contagem consiste na utilizacdo de um sistema teste coerente e
de referéncia composto por 100 pontos e 50 linhas com area de 62.500 mmz2,
denominado reticulo, inserido em uma das oculares do microscépio O6ptico,

observado sob um aumento de 1000x (Figura 12).
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Figura 12 — Reticulo de pontos e linhas utilizado para contagem de células em
vias aéreas e parénquima.

A contagem em vias aéreas foi ralizada em 5 campos néo-coincidentes e
aleatdrios, da area externa (entre o limite externo do musculo liso e a adventicia) em
4 vias aéreas diferentes. Foi determinado o niUmero de pontos coincidentes a essa
area, para obter-se a proporcdo de células em relacdo a area total do reticulo de

contagem.

Em parénquima pulmonar, a contagem foi realizada em 15 campos nao-
coincidentes e aleatérios, pela mesma técnica. Os pontos considerados na

determinacédo da area foram aqueles coincidentes ao tecido alveolar.

O numero de pontos coincidentes foi multiplicado pela area total (62.500nm2)
e dividido pelo numero total de pontos (100). Entdo, o nimero de células observadas
nesta determinada area foi dividido pela mesma. O valor de densidade obtido foi
multiplicado por 1000000 para apresentacdo dos resultados em numero de células

por mm?2,
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4.10 Analise Estatistica

Para realizacdo da analise estatistica, primeiramente foi aplicado teste
de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e de homogeinidade das variancias
(teste da média de Levene). Entdo os dados foram avaliados através do método de
Barlett, a fim de verificar se os desvios-padrdo eram semelhantes. Nos casos
positivos foi utilizado o teste one-way ANOVA e o teste Tukey-Kramer para
comparacdes multiplas, para os dados paramétricos.

Se negativo, os dados eram considerados ndo paramétricos, sendo entdo
utilizados o teste Kruskal-Wallis ANOVA e o teste de Dunn’s para comparagoes

multiplas. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

Os calculos e gréaficos foram realizados pelo software Newinstat 2.0 e Microcal

Origin 6.0.
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Para a realizacdo da analise das propriedades mecanicas pulmonares neste

estudo foram utilizados os seguintes parametros vertilatorios.

Tabela 1 - PARAMETROS VENTILATORIOS.

N=30 Fluxo (ml/s) Volume (ml) PEEP (cmH,0)
Controle 1,20 £ 0,23 0,21 +0,01 2,49 + 0,08

V3 1,29 £ 0,17 0,21 + 0,01 2,41+0,12

V6 1,13 £ 0,05 0,20 + 0,00 2,17 £ 0,06

V12 1,09 + 0,00 0,20 + 0,00 2,52 £ 0,00

V24 1,09 + 0,00 0,20 + 0,00 2,52 £ 0,00

Nota: Médias e desvios-padrdo dos parametros de ventilagao.

A analise de variancia de fluxo, volume e PEEP, tanto entre animais como

entre grupos, néo foi superior a 10% e 30%, respectivamente.

ApoGs a aplicacdo do veneno, os valores de elastancia estatica e dinamica

aumentaram significativamente no grupo V3 (p<0,01), retrocedendo no grupo V6,

mantendo-se proximos aos valores basais, permanecendo assim nos grupos V12 e

V24. Em relacdo aos valores do grupo controle, ndo observamos diferencas

significativas quando comparamos com o0s grupos V6, V12 e V24, conforme

demonstrados nas tabela 2 e 3 e graficos 1 e 2.
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Tabela 2— ELASTANCIAS ESTATICAS.

N=30 Controle V3 V6 V12 V24
Média 47,50 55,27 46,41 46,02 45,36
DP 5,18 9,76 5,60 3,64 4,57

Nota: valores médios e desvio padréo.
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Grafico 1 — Valores médios das elastancias estaticas.
Nota: * p < 0,01 em relagdo aos outros grupos.



Tabela 3— ELASTANCIAS DINAMICAS.
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N=30 Controle V3 V6 V12 V24
Média 53,81 61,92 53,69 54,25 52,32
DP 4,70 10,64 5,00 4,85 3,83

Nota: valores médios e desvio padréo.
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Gréfico 2 — Valores médios das elastancias dinamicas.
Nota: * p < 0,01.
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A variagdo da elastancia pulmonar, traduzida pela diferenca entre elastancia
dindmica e a elastancia estatica, apresentou um aumento gradual, com pico

significativo em 12 horas, retornando aos valores de controle com 24 horas (tabela 4,

grafico 3).

Tabela 4 — VARIACOES DAS ELASTANCIAS.

N=30 Controle V3 V6 V12 V24
Média 6,31 6,65 7,28 8,23 6,96
DP 1,14 1,96 1,01 2,00 1,49

Nota: valores médios e desvio padrao.
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Gréfico 3 — Valores médios das variacdes das elastancias.
Nota: * p < 0,001, 0,001 e 0,01 para controle, V3 e V24, respectivamente,
em relagdo ao grupo V12; ** p < 0,05 em relagdo ao grupo V6.
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Em relacéo aos valores de ?P1, que representam as propriedades viscosas
ou resistivas do tecido pulmonar, observamos um aumento significativo apés 6 horas
(p<0,001) em relacdo ao controle e grupo V3, voltando aos valores basais nos

grupos V12 e V24, conforme demonstrado na tabela 5 e gréfico 4.

Tabela 5- VALORES DE ?P1.

N=30 Controle V3 V6 V12 V24
Média 1,11 1,30 1,74 1,31 1,19
DP 0,28 0,37 0,40 0,32 0,49

Nota: valores médios e desvio padrao.
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Grafico 4 — Médias de ?P1 nos grupos estudados.
Nota: * p< 0,001.
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Na tabela 6 e grafico 5, observamos que os valores de ?P2, referentes as
propriedades viscoelasticas, apresentaram um aumento gradual, atingindo o pico em

12 horas (p<0,001) e retornando a valores de controle em 24 horas.

Tabela 6 — VALORES DE ?P2.

N=30 Controle V3 V6 V12 V24
Média 1,30 1,47 1,45 1,65 1,39
DP 0,24 0,32 0,20 0,40 0,30

Nota: valores médios e desvio padréo.
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Gréafico 5 — Valores médios de ?P2.
Nota: * p < 0,01 em relagéo a V12.
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Na analise da variagdo de presséao total no pulméo, representada por ?Ptot,
observamos um aumento estatisticamente significativo nos valores do grupo controle
em relacdo aos grupos V3 (p<0,05), V6 (p<0,001) e V12 horas (p<0,001), com um

pico em 6 horas, retornando a valores de controle em 24 horas (tabela 7 e gréfico 6).

Tabela 7 - VALORES DE ? Ptot NOS GRUPOS EXPERIMENTAIS.

N=30 Controle V3 V6 V12 V24
Média 2,41 2,77 3,19 2,95 2,58
DP 0,42 0,56 0,55 0,41 0,71

Nota: valores médios e desvio padréao.
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Gréfico 5 — Valores médios de ?Ptot nos grupos estudados.
Nota: * p < 0,05, 0,001 e 0,001 para V3, V6 e V12, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle; * p < 0,01 e 0,001 para V3 e V24,
respectivamente, em relagdo ao grupo V6.
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5.2 Histologia

No estudo histologico foi realizada a andlise qualitativa e quantitativa. Na
analise qualitativa do tecido pulmonar apos a inducdo do processo de injuria foi
observado a presenca de edema perivascular no grupo V6 e hemorragia difusa no

grupo V12.

Na analise quantitativa, a contagem de células polimorfonucleares em parede
de vias aéreas, apresentou aumento significativo ap6s 3 horas (p<0,001), mantendo-
se no grupo V6 (p<0,01) e retornando a valores de controle nos grupos V12 e V24

(grafico 6).
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Gréafico 6 — Contagem de células Polimorfonucleares (PMN) em paredes de vias aéreas.
Nota: * p< 0,001 e 0,01 para V3 e V6, respectivamente, em relagdo ao
grupo controle.
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A contagem de células linfomononucleares apresentou um aumento no grupo
V6, diminuindo apds 12 horas, entretanto esta diferenca ndo foi significativa

(p=0,059), conforme observamos no gréfico 7.
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Gréafico 7 — Contagem de células Linfomononucleares (LMN) em paredes de vias
aéreas.

O grafico 8 apresenta a comparacdo entre a contagem de células

linfomononucleares e polimorfonucleares em paredes de vias aéreas.
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Gréafico 8 — Contagem de células Linfomononucleares (LMN) e Polimorfonucleares
(PMN) em paredes de vias aéreas.

Quando analisamos o parénquima pulmonar, a contagem das células
polimorfonucleares, assim como nas paredes das vias aéreas, apresentou aumento
significativo com 3 horas (p<0,001), mantendo-se no grupo V6 (p<0,001) e

retornando a valores de controle nos grupos V12 e V24 conforme o gréfico 9.
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Gréfico 9 — Células Polimorfonucleares (PMN) em parénquima.
Nota: * p< 0,001 em relagao a grupo controle.

A contagem de células linfomononucleares no parénquima pulmonar
apresentou um pico em 3horas (p<0,01), voltando aos valores normais nos grupos

V6, V12 e V24 de acordo com o grafico 10.
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Grafico 10 — Células Linfomononucleares (LMN) em parénquima.
Nota: * p< 0,01 em relagcdo ao grupo controle.

O grafico 11 apresenta a comparacdo entre a contagem de células

linfomononucleares e polimorfonucleares no parénquima pulmonar.
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Gréafico 11 — Contagem de células linfomononucleares (LMN) e polimorfonucleares
(PMN) no parénquima pulmonar.

Nas figuras a seguir, podemos observar as alteracfes estruturais provocadas
no tecido pulmonar ap6s a inoculacdo intramuscular do veneno. A figura 13
apresenta uma fotografia de lamina histolégica de parénquima pulmonar e de vias
aéreas periféricas do grupo controle, onde observamos que as vias aéreas e as

paredes alveolares se encontram preservadas.
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Figura 13 — Laminas histolégicas do parénquima pulmonar e vias aéreas periféricas do grupo
controle. Nota: A-200x; B-400x. (== via aérea; vaso sanguineo)

A figura 14 apresenta uma fotografia de lamina histolégica de parénquima
pulmonar e de vias aéreas periféricas do grupo V3, onde observamos um infiltrado

inflamatério significante em vias aéreas e parénquima.

Figura 14 - Laminas histologicas do parénquima pulmonar e vias aéreas periféricas do grupo V3.
Nota: C-200x; D-400x.. ( == células inflamatérias).

A figura 15 apresenta uma fotografia de lamina histologica de parénquima
pulmonar e de vias aéreas periféricas do grupo V6, apresentando uma reducdo na
contagem de células inflamatdrias em parénquima quando comparado ao grupo V3.

Entretanto, observamos a presenca de edema perivascular.
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Figura 15 — Laminas histolégicas do parénquima pulmonar e vias aéreas periféricas do grupo V6.
Nota: E-200x; F-400x ( == edema perivascular).

A figura 16 apresenta uma fotografia de lamina histolégica de parénquima
pulmonar e de vias aéreas periféricas do grupo V12, demonstrando hemorragia

difusa no parénquima, apesar do infiltrado inflamatério estar diminuido em relacéo

aos grupos anteriores.

3 =
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gU}a 16 — Laminas histolc')gicdo parénquima phlmonar e vias aéreas periféricas do'grupo V12.
Nota: G-100x,;H-400x ( ==p hemorragia).

Nas laminas de contagem de células do grupo V24, notamos uma reducao da
hemorragia e do processo inflamatério observados no grupo V12, aproximando-se

do apresentado pelo grupo controle, conforme a figura 17.
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Figura 17 — Laminas histolégicas do parénquima pulmonar e vias aéreas periféricas do grupo V24.
Nota: 1-200x; J-400x.



0. Discussao
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Os efeitos do veneno de C.d.t. no blogueio pré-sinaptico da juncéo
neuromuscular ja estdo bem elucidados pela literatura, assim como as alteracdes em
rins, figado e até mesmo a pequena acao local deste veneno sistémico (BANCHER;
ROSA; FURLANETTO, 1973; BARRAVIERA, 1990; BARRAVIERA, 1993;

SANTORO et al., 1999; TOYAMA et al., 2003).

As consequéncias deste veneno no sistema respiratorio de humanos sao
pouco conhecidas, apresentadas apenas por estudos de casos e suas
representacdes como melhores referéncias para se estabelecer possiveis
intervencBes clinicas (AMARAL, 1991). Nao foram encontradas referéncias

cientificas a respeito destas em modelos animais.

Segundo Silveira et al. (2004), em seus estudos sobre as repercussoes
pulmonares apos aplicacdo de veneno de Bothrops jararaca por via intravenosa

(i.v.), as primeiras 48 horas seguidas do acidente sdo decisivas no estabelecimento

de lesbes pulmonares.

Em geral, a complicacdo respiratéria conseqiiente ao acidente crotalico se
instala nas primeiras 24 horas, podendo surgir nos casos graves, dentro de 3 a 4

horas apos a picada (AMARAL et al., 1991)

Nosso estudo analisou as propriedades mecanicas e a histologia do tecido
pulmonar, nas primeiras 24 horas ap0s a inoculacdo do veneno de C.d.t., em quatro

tempos diferentes.



65

As alteracbes no sistema respiratorio, provocadas por picadas de serpentes
Crotalus durissus, encontradas por Amaral et al. (1991), incluem a formacédo de
atelectasias, o surgimento de um padrdo ventilatério restritivo devido ao
comprometimento da musculatura respiratéria pela agdo da crotoxina, intenso a
ponto de produzir insuficiéncia respiratéria aguda associada ao acumulo de
secrecfes nas vias aéreas, congestdo e edema pulmonar. Tal comportamento
fisiopatolégico sugere uma conseqlente alteracdo das propriedades mecanicas

elasticas e viscoelasticas.

Atelectasias em uma regido segmentar do pulmédo pode distorcer o
parénquima e o subsegmento adjacente e assim afetar a mecanica tecidual local

(CORREA et al., 2001).

Cardoso et al. (2003), relatam como manifestacdes clinicas causadas por
envenenamento sistémico o surgimento de um quadro respiratério de dispnéia
seguida de um padrdo ventilatério misto, restritivo e obstrutivo, ocasionado
respectivamente pela paralisia da musculatura toracica intercostal e acumulo de

secrecdes na arvore brénquica, evoluindo para paralisia diafragmatica.

Para Correa et al. (2001), a presenca de secrecdo nas vias aéreas periféricas
pode afetar a distribuicdo da ventilacdo e aumentar a inomogeneidade mecanica.
As mudancas no ténus contratil da musculatura lisa do parénquima pulmonar nao

devem ser descartadas.
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Auler Jr. (1987), afirma que os componentes viscosos do tecido pulmonar,
representadas por ?P1, compdem as propriedades resistivas pulmonares, sendo
que tanto as vias aéreas como os tecidos contribuem, mas as primeiras geram
valores mais importantes. Para Saldiva et al. (1992), o ?P1 est4 diretamente

relacionado a resisténcia de vias aéreas.

Em um estudo retrospectivo realizado por Brooks et al. (2002), dentre 214
casos de acidentes ofidicos ocorridos num periodo de seis anos, 8,4% (18
pacientes) das vitimas desenvolveram reacdes de hipersensibilidade manifestadas

como comprometimento respiratorio.

Em estudos de Wagers et al. (2002), foi observado um aumento dos
parametros resistivos, elasticos e viscoelasticos pulmonares em modelo animal de

inflamacéo de vias aéreas.

D’Angelo et al. (2004), observaram uma associacdo do aumento da
resisténcia de vias aéreas com uma resposta inflamatdria substancialmente

aumentada.

Em nosso estudo, os valores de ?P1 apresentaram um aumento significante
no grupo 6 horas, o que sugere um incremento nas propriedades resistivas,
principalmente em vias aéreas, com possivel reacdo de hipersensibilidade e
acumulo de secrecdo, provocados diretamente ou nado, pela acdo do veneno

estudado.
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Segundo Correa et al. (2001), a elastancia estética (Est) e a variagdo da
elastancia (?E) representam, respectivamente, as propriedades elasticas e
viscoelasticas do tecido pulmonar. Para Auler Jr. (1987), a presséo dissipada para
vencer as desigualdades mecéanicas e o0 componente resistivo da viscoelasticidade

do tecido pulmonar e das pequenas vias aéreas € representado por ?P2.

Os valores de pressdes viscoelasticas encontrados em nosso estudo,
representados por ?P2 e reforgcados por ?E, apresentaram um pico com 12 horas
pés inoculacdo do veneno, com diferencga significativa em relacdo ao grupo controle
e grupo V24. Estes resultados podem ser atribuidos as acdes indiretas causadas
pelo veneno de C.d.t., principalmente ao processo inflamatério observado no estudo

histoldgico.

Os valores da variacdo de presséo total do pulmé&o, representados por ?Ptot,
demonstram que no periodo de 24 horas, ocorre um aumento da presséo total
necessaria para deslocamento de um mesmo fluxo no pulméo, ou seja, maior
pressdo deve ser gerada para vencer as forcas elasticas presentes. Observamos

gue este parametro retorna aos valores de controle ao final das 24 horas.

Segundo Cardoso et al. (2003), alguns modelos experimentais indicam que
apos a lesdo tissular local causada por venenos, alguns processos como
regeneracdo muscular adequada, cicatrizacdo ou reparacdo do tecido sem

regeneracao funcional, podem ser ativados.
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Os resultados encontrados em nosso estudo mostram que o veneno de C.d.t.
provoca alteracbes mecanicas no tecido pulmonar do animal afetado, mas o
retrocesso destes parametros ndo podem ser atribuidos a uma regeneracao devido

a falta de evidéncias.

Segundo Amaral et al. (1991), a rabdomidlise secundéaria a agcdo miotdxica
sistémica do veneno crotalico pode ocorrer na musculatura respiratoria e também
contribuir para a diminui¢cdo da eficiéncia mecéanica do fole toracico, O aumento de
?P1 observado em nossos resultados também pode ser associado a esta disfuncao

gerada nos musculos respiratérios.

Esse quadro de rabdomidlise sistémica pode ser acompanhado de um
aumento drastico nos niveis séricos de enzimas do citosol das células musculares,

tais como a Creatinaquinase (CK) (CARDOSO et al., 2003).

Santoro et al. (1999), observaram em seu estudos que o pico da atividade
miotoxica ocorreu apos trés horas a inoculacdo i.m. do veneno de C.d.t. e entdo,

diminuiu progressivamente, até 24 horas.

O veneno C.d.t. apresentou maiores valores de CK entre trés e nove horas
apos a injecdo. Em estudos de Rodrigues-Simioni (2004), foi observado um aumento
significativo de CK com 30 minutos de incubacéo, sendo o experimento, realizado in

vitro.
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As alteragcbes da mecanica pulmonar causadas pelo veneno da Bothrops
jararaca, um veneno de acédo local, foram dependentes da dose e do tempo. As
variacdes nas propriedades elasticas e viscoelasticas foram correlacionadas com a
severidade da inflamac&o pulmonar, observada pela analise histopatolégica de da

lavagem do fluido broncoalveolar (SILVEIRA et al., 2004).

Como descrito anteriormente, a composicdo do veneno de C.d.t. € complexa
e constituida de enzimas, toxinas e peptideos (VARANDA; GIANNINI, 1994). A
crotoxina, a mais importante delas, é formada pela crotapotina e a fosfolipase A

(BARRAVIERA, 1990).

A presenca de hemorragia no grupo V12 é contraditéria a literatura, pois o
veneno de C.d.t., possui alta atividade neurotoxica e escassa atividade proteolitica,
hemorragica e edematogénica (SANTORO, 1999), entretanto, a presenca da
crotamina associada a uma alta atividade de PLA,, faz do veneno de C.d.t o mais
miotoxico entre as espécies, podendo ser responsavel pelo processo hemorragico

encontrado.

Segundo Gutiérrez e Ownby (2003), apos a distribuicdo pelo corpo, a PLA2
de acdo sistémica, se liga a receptores de alta afinidade da membrana das células

musculares em outras regides anatdomicas, induzindo a miotoxicidade sistémica.

Segundo Iglesias et al., (2005), as atividades inflamatérias e neurotoxicas sao

potencialmente dependentes da atividade catalitica do PLA;.
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A mionecreose induzida por PLA; € seguida pela invasdo de abundante
infiltrado inflamatério para o muasculo afetado. Leucdcitos polimorfonucleares,
principalmente neutrofilos, sdo os primeiros a chegar, com 3-6 horas e o0s
macrofagos predominam em intervalos de tempo mais tardios (HARRIS; MALTIN,
1982). A analise histologica realizada em nosso estudo demonstrou um aumento
acentuado no numero de células polimorfonucleares, também com pico entre 3 e 6

horas, sugerindo assim, uma acéo direta do PLA, sobre o tecido pulmonar.

A toxicidade, neurotoxicidade ou mionecrose da atividade do PLA; da fragéo
F15 do veneno de C.d.t. ndo é dependente da presenca de outras moléculas como a
crotapotina e envolvem mecanismos similares aos PLA; botropicos (TOYAMA,
2003). Varios estudos relatam que a PLA; induz edema, um efeito que, em alguns
casos, sdo dependentes da habilidade da PLA, em ligar-se a proteinas especificas

da membrana (IGLESIAS et al., 2005).

Entretanto, a resposta edematogénica induzida pelo veneno de C.d.t.
encontrada por Santoro et al. (1999), ndo foi dose-dependente e teve uma curso
rapido e transitério. O maximo de edema foi observado 30 minutos apos a injecao e

nao atingiu valores maiores que 35%.

Segundo Cardoso et al. (2003), os venenos das serpentes do género
botrépico possuem uma potente acdo inflamatéria que se manifesta
fundamentalmente por edema acentuado, dor e infiltrado leucocitario dos tecidos

afetados.
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Neutréfilos e macréfagos possuem um importante papel na remocdo dos
restos necroticos, etapa necessaria para uma adequada regeneracdo muscular
(GUTIERREZ; OWNBY, 2003). Os neutréfilos possuem um importante papel na
mediacdo dos danos microvasculares mas, também contribuem para as lesfes

teciduais pulmonares.(McNEE; SELBY,1993).

Segundo Meduri (1996), a fase inicial da lesdo aguda pulmonar €
caracterizada pelo aumento na permeabilidade endotelial e epitelial, seguidas de
uma fase subaguda fibroploriferativa que pode resultar em um reparo do pulméo
lesado ou em uma obliteracdo progressiva dos compartimentos intersticiais e

alveolares.

A patogénese da lesdo aguda pulmonar tém sido explicada como a presenca
de injaria direta ao parénquima ou indireta extrapulmonar que resulta de uma

resposta inflamatoria sistémica aguda (BERNARD et al. 1994).

Para Pelosi et al. (2003), a injuria pulmonar provocada por acao direta, leva a
uma ativacdo de macrofagos alveolares e neutréfilos e da cascata inflamatéria,

gerando uma inflamag&o intrapulmonar.

Na injuria indireta, a lesdo pulmonar se origina da acdo de mediadores
inflamatorios liberados na circulacdo sistémica por focos extrapulmonares. Nestes
casos, 0s primeiros danos causados se encontram no endotélio vascular pulmonar,

com aumento da permeabilidade vascular e edema intersticial (PELOSI et al. 2003).
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Ao observarmos as laminas histolégicas do grupo V6, encontramos um
edema perivascular, ndo quantificado em nosso estudo, que pode ser relacionado ao
fator indireto da lesdo gerada pelo veneno de C.d.t e atribuida a acdo do PLA;

sistémico.

A barreira alvéolo-capilar € formada por duas estruturas diferentes, o epitélio
alveolar e o endotélio vascular. Injarias pulmonares, provocadas pelas vias aéreas

ou pela circulag&o resultam em dano alveolar difuso (PUGIN et al. 1999).

No envenenamento por veneno botropico em modelos animais, as primeiras
células do infiltrado inflamatoério a extravasar sdo os neutrofilos polimorfonucleares,
gue aparecem nos tecidos lesado ja nas primeiras horas. Esse infiltrado celular pode
alcancar o pico entre 6 e 72 horas, sendo gradualmente substituidos pelo
aparecimento de células mononucleares, mondcitos e linfécitos (CARDOSO et al.,

2003).

Nossos resultados mostram um pico, ndo significativo, no nimero de células
linfomononucleares do grupo V6 em vias aéreas, apesar de Tong et al. (2006),

relatarem a migracdo mononuclear em resposta a lesdo aguda pulmonar.

Estudos patologicos precedentes indicam que a resposta pulmonar a injuria é
estereotipada, independente do fator desencadeante (MENEZES et al., 2005)
Segundo Aggarwal et al. (2000), a lesdo aguda pulmonar é a forma extrema de um
espectro de injuria pulmonar causada por um mecanismo uniforme, independente da

patologia inicial.
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Menezes et al. (2005) em seus estudos, compararam as alteracbes
mecanicas e do processo inflamatdrio da lesdo aguda pulmonar causada
diretamente e indiretamente, instilando-se lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, nos
pulmbes e no peritbnio, respectivamente. A lesdo provocada diretamente nos
pulmdes apresentou um processo inflamatorio mais acentuado, acompanhado por

um aumento nos niveis de citocina e do infiltrado neutrofilico.

Segundo Cardoso et al.(2003), entre os mediadores da inflamacao
encontram-se as citocinas, produzidas ndo somente pelos leucécitos do infiltrado,
mas também pelas células residentes dos tecidos lesados. Foi encontrado, em

pacientes picados por C.d.t., uma elevacao de IL-6 e IL -8 (citocina quimiotéxica).

Alguns estudos tém demonstrado aumento da concentracdo de IL-6 no lavado
broncoalveolar de pacientes com infeccdo pulmonar A IL-6 é produzida por
monaocitos, macrofagos, linfécitos e fibroblastos e estimula a producéo de células de
imunoglobulina B, a proliferacéo de células T, a ativagdo do mecanismo natural de

morte celular e citotoxidade. (SCHUTTE et al. 1996).

Segundo Su et al. (2003), IL-8 se liga a receptores especificos dos neutréfilos
intensificando sua migracdo e degranulacdo na participacdo da lesdo aguda

pulmonar.

A IL-8 é responsavel por mais de 50 % da atividade quimiotéxica neutrofilica
em pacientes com sindrome do desconforto respiratério agudo (GOODMAN et al.,

1996). Aggarwal et al. (2000), observaram que o nivel elevado de IL-8 se
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correlaciona com o numero de neutréfilos presentes na sindrome do desconforto

respiratéro agudo.

Uma andlise especifica dos mediadores quimicos presentes nos tecidos
pulmonares obtidos em nosso estudo se faz necesséria, a fim de se estabelecer o
potencial do veneno de C.d.t. em desenvolver um quadro de sindrome do

desconforto respiratério agudo.

Para Rocco et al. (2001), a lesdo pulmonar aguda é caracterizada por uma
fase exudativa precoce e uma fase proliferativa tardia. Na fase exudativa os alvéolos
contém fluido proteinaceo, células vermelhas do sangue, neutrofilos e macréfagos,
podendo-se observar a presenca de microatelectasias, encolhimento de células
endoteliais, assim como focos de destruicdo destas células. A fase proliferativa,
caracterizada pela hiperplasia de células epiteliais do tipo Il e acumulo de
fibroblastos e numerosos mondcitos no intersticio, resulta da evolucdo da fase

exudativa apds aproximadamente 1 a 2 semanas.

O parénquima pulmonar pode ser explicado como uma matriz conectiva
viscoelastica conectada a um sistema contratii que modula as propriedades

mecanicas (YUAN; INGENITO; SUKI, 1997).

Segundo Faffe et al. (2006), as pequenas vias aéreas, pequenos vasos
sanguineos e as células intersticiais contrateis sdo responsaveis pela resposta

contratil da periferia do pulméo, quando estimulados por tratamento com acetilcolina.
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Para Fredberg et al. (1993), na auséncia de estimulagdo, a histerese € atribuida as

propriedades mecanicas passivas do tecido conectivo.

Em modelo experimental de lesdo aguda pulmonar provocada por paraquat,
um herbicida utilizado na provocacao de lesdo aguda pulmonar, foi observado um
aumento dos componentes elasticos e colagenosos, caracterizando um processo de
fibroelastose, ja nas primeiras 24 horas apos a inducdo da lesdo. Entretanto, os
autores atribuiram, como causa da disfuncdo mecéanica encontrada, o desequilibrio
na interface liquido-ar e ndo as alteracdes teciduais, afinal, o paraquat induz leséo
pela acdo sobre os pneumdcitos do tipo Il, responsaveis pela producdo do

surfactante pulmonar (ROCCO et al., 2001).

Portanto, o processo inflamatério encontrado no tecido pulmonar, assim como
0 edema perivascular observado em nosso estudo podem estar associados ao
aumento de histerese e alteracdo na interface liquido-ar, levando as alteracfes das

propriedades mecanicas apresentadas.

Novas investigacdes sobre o efeito do veneno de C.d.t., nos pulmdes, assim
como no sistema respiratério como um todo, permitiiam uma intervencdo clinica

mais eficiente na prevencéo do quadro de insuficiéncia respiratdria aguda.



7. Conclusao
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O veneno de serpente Crotalus durissus terrificus provocou alteracbes da
mecanica respiratdria com aumento das propriedades viscosas, elasticas e

viscoelasticas do tecido pulmonar.

Os valores de propriedades viscosas apresentaram um aumento significativo
com 6 horas de inoculagdo do veneno, as propriedades elasticas apresentaram
aumento com 3 horas de inoculacdo do veneno e os valores de propriedades

viscoelasticas foram mais altos 12 horas apés a inoculacdo do veneno

Estas alteracdes variaram ao longo do tempo, revelando uma acéo lesiva
sobre o tecido pulmonar provocada pelo veneno de C.d.t.. Todos os parametros
retrocederam até as 24 horas finais do experimento. Esses achados foram
confirmados pela andlise histolégica realizada que apresentou aumento de
celularidade de 3 a 6 horas apds a inoculacdo do veneno, caracterizando um

processo inflamatorio, e também retornaram a valores basais com 24 horas.

Podemos concluir que o veneno de C.d.t. provoca alteracbes no tecido
pulmonar, mas o0 mecanismo exato de acdo deste, ndo pbdde ser esclarecido.
Estudos mais especificos sobre as repercussdes pulmonares do veneno de C.d.t sdo
necessarios, afim de se estabelecer se o processo de provocacdo da injuria aguda
se encontra na paralisia muscular e mionecrose sistémica, levando a fatores
desencadeantes causadores de uma inflamacdo, ou se ha uma acéo direta dos
fatores toxicos do veneno sobre o tecido pulmonar levando a alteractes

morfoestruturais e de propriedades mecanica.
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