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RESUMO

O escape de ar persistente € a complicacdo maigefite apos resseccoes
pulmonares, resultando no aumento da morbimortidide pos-operatorio. Objetivo: Avaliar
a viabilidade, integracdo e eficacia do enxert@delura livre peritoneal como método de
controle de escape de ar em ratos com pulmdes oarenfisematosos. Métodos: sessenta
ratos Wistar foram divididos em dois grupos: emfiag(n=30) e pulmé&o normal (n=30). O
escape de ar pulmonar foi obtido por perfuracéetaino lobo inferior direito. Injecao
intrapulmonar de enxerto de gordura livre autélpgatoneal foi utilizada para aerostasia. Os
ratos de cada grupo foram divididos aleatoriamentesubgrupos (n=6) de 7, 14, 21, 30 e 60
dias. Depois do sacrificio, os pulmdes foram rehawipara analise histologica, morfometria,
identificacdo e contagem de vasos, imuno-histoquamara caspase 3, VEGF e Fator VIII.
Resultados: houve integracdo tecidual do enxertgaddura livre em todos os animais de
ambos 0s grupos e em todos periodos de tempos\tsados com Tinta da China no
interior do enxerto de gordura estavam presentesoeos periodos em ambos grupos. A
expressdo de VEGF foi significativamente mais alta todos os periodos no grupo do
enfisema em comparagdo aos pulmdes normais (p90.80Live um significativo aumento
na expressao da caspase 3 no grupo do enfisenz0a®$0 dias (p<0.001). O Fator VI
mostrou um aumento significantivo (p<0.001) noswiids enfisematosos aos 30 e 60 dias.
Concluséo: Este estudo demonstrou que o0 uso detemegordura livre peritoneal € capaz
de controlar o escape de ar tanto em pulmdes dg marmais como naqueles com enfisema,

e a viabilidade persiste por, pelo menos, 60 dias aeu implante.
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SUMMARY

Persistent pulmonary air leak is the most frequent complication after lung resection resulting
in an increase of postoperative morbimortality. Objective: Evaluate the viability, integration
and efficacy of free peritoneal fat graft as a method for air leak control into normal and
emphysematous rat lungs. Methods: Sixty Wistar rats were divided into two groups.
emphysema (n=30) and normal lung (n=30). Pulmonary air leak was produced by direct
puncture of the right lower lobe. Intra pulmonary injection of autologous free peritoneal fat
graft was used for aerostasis. The rats from each group were randomly divided into
subgroups (n=6) of 7, 14, 21, 30 and 60 days. After sacrifice, lungs were removed for
histological analysis, morphometry, vessel identification and counting, imunohistochemistry
for Capase 3, VEGF and Factor VIII. Results: There was tissue integration of the free fat
grafts in all animals in both groups at all time periods. Vessels stained with India ink inside
the fat grafts were present at all periods in both groups. VEGF expression was significantly
higher in all periods in the emphysema group in comparison to normal lungs (p<0.001).
There was a significant increase in caspase 3 expression in the emphysema group at 30 and
60 days (p<0.001). Factor VIII showed a significant increase (p<0.001) at 30 and 60 daysin
emphysematous lungs. Conclusion: This study demonstrated that the use of free peritoneal fat
graft controls air leak in normal and emphysematous rat lungs with persisting graft viability

for at least 60 days after implantation.



1. INTRODUCAO

Nos pacientes submetidos a ressecc¢des pulmonaresipdrequentemente
ocorre escape de ar de origem alveolar provenigaseareas cruentas da disseccao
cirdrgica ou das suturas, tanto manuais quanto el@asjuem que se utilizam os
grampeadores mecanicos. A persisténcia dessa feigar dmpde a necessidade da
manutencado de drenos pleurais no pos-operatoripg@oodos indefinidos, até que o
assim chamado escape de ar pelos drenos pleusas, & entdo, esses drenos possam
ser retirados. As implicacdes clinicas de co-mabés e hospitalizacdo crescem a
medida que o tempo de drenagem aumenta.

O escape de ar (EA), ou fuga aérea (FA), é mudquiente apds cirurgia com
resseccdo pulmonar (Brunelli A, 2010; Murthy SGQ&). Pode ocorrer em cerca de
20% a 80% dos pacientes submetidos a resseccdaenarkes convencionais, e em atée
90% daqueles pacientes considerados de alto risomo por exemplo, o0s
enfisematosos submetidos a tratamento cirdrgica paducdo do volume pulmonar
(DeCamp MM et al., 2006). A persisténcia do esapar apos a cirurgia pulmonar,
observada no sistema de drenagem do térax, predéspfbntaminacdo da cavidade
pleural, favorecendo a evolucdo para empiema. Aamitancia desta ocorréncia com
infeccdes do trato respiratorio também contribuiapa retardamento e o agravo na
resolucdo do quadro clinico. Nao raro sado condataindromes com componente
infeccioso sistémico, como por exemplo, a SindrataeAngustia Respiratoria do
Adulto (SARA). A persisténcia do EA prolongado eddl-se no aumento significativo
da morbidade e na mortalidade desses pacientesdosuda cirurgia pulmonar. Por
outro lado, as indesejadas internacbes hospitalggedongadas, além do

comprometimento clinico, resultam em consideraueiento nos custos da internagéo



hospitalar, tanto para o paciente, quanto paratéuitdo que o acolhe (Lackey A &
Mitchell JD, 2010).

Algumas doencas estao diretamente relacionadasacprasenca de escape de
ar, ou fuga aérea persistente, no periodo que gees& cirurgia das resseccodes
pulmonares. A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénidd@D) reune condi¢des clinicas
para que o escape de ar aconteca (Brunelli e2@04; Merritt RE et al., 2010),
incluindo as alteracbes patolégicas estruturais pawénquima pulmonar, com
consequente aumento da resisténcia das vias @épeada da elasticidade por alteracao
tecidual. O escape de ar prolongado, por definaléiica, refere-se a persisténcia da
saida de ar observada no sistema de drenagemadepidr mais de sete dias apos a
operacdo (Brunelli A et al., 2004). Outros fatotambém contribuem para essa
ocorréncia pos-operatoria, como, por exemplo, aslicbes anatbmicas representadas
por cissuras pulmonares incompletas e a cirurgialabus pulmonares superiores.
Doencas como diabetes, vasculopatias, doenca graatdsa, cancer de pulméo e
desnutricdo também podem estar envolvidas na owieréo escape de ar prolongado
quando esses pacientes sdo submetidos ao tratam@dtgico por resseccgdes
pulmonares parciais (Brunelli et al., 2010).

Com os recentes avancos da cirurgia toracica erdpia intensiva, pacientes
portadores de enfisema pulmonar com comprometimemiderado ou grave dos
pulmbes (De Camp MM et al., 2006) podem ser constites candidatos a resseccoes
pulmonares, tanto para tratamento do proprio enfisguanto de outras doencas, como
por exemplo, o carcinoma brénquico. Em trabalhalloecente foi observado que um
dos fatores progndsticos determinantes de morbidadertalidade, apos lobectomias
pulmonares para tratamento de carcinoma bréngidco,escape de ar prolongado por

mais de sete dias com retardo na retirada dos slfgearais (Sanchez PG et al., 2006;



Cerfolio RJ & Bryant AS, 2010). Em geral, os patés com pobre funcédo pulmonar e
os desnutridos costumam ser 0s mais acometidossp@rcomplicacdo (Brunelli A et

al., 2010). Em geral, os pacientes com pobre funmdlononar e os desnutridos
costumam ser os mais acometidos por esta comphi¢Bcénelli A et al., 2010).

O risco para que 0 escape de ar persista apos uggiairdepende de
conhecimentos especificos inerentes a técnicagmaire, também, da habilidade do
cirurgido em observar 0s principios basicos para aerostasia aceitavel no intra-
operatorio. A aerostasia meticulosa, especificaenents cissuras interlobares
incompletas, evita expor superficies cruentas @ssgm representar um potencial foco
para escape de ar persistente. Algumas particatbegdtécnicas tém sido recomendadas
para controle aerostéatico (Balsara KR et al., 2044)yit et al., 2010), incluindo suturas
mecanicas associadas ou nao a colas biolégicasamio bovino ou material sintético
nao biologico (Rice TW & Blackstone EH, 2010). Menoequentemente, esta sendo
utilizado material autélogo, como, por exemplo,gganinjetado na linha de sutura
(Droghetti et al., 2006) ou gordura pericardicaip@ldda (Yoshimura M et al. 2002).
As suturas pulmonares com fio absorvivel continsendo a op¢do habitual para
aerostasia apods as ressecgdes pulmonares paseusijas pelas suturas mecanicas, as
guais ainda implicam em maior custo em nosso nfditda assim, ambas oferecem
graus de dificuldades peculiares na obtencdo destasra definitiva durante o
procedimento cirargico.

A utilizacdo de gordura livre autéloga tem sidoatafla por especialidades
como a neurocirurgia no tratamento de fistulasdligas (Landeiro JA et al.,2004), na
cirurgia de cabeca e pescoco para tratamento @éiseaide corda vocal (Zaretsky LS
et al., 1995) e na cirurgia pulmonar com finalidagdgostatica (Matsumoto | et al.,

2005). A gordura livre autdloga tem sido aindanidée como fonte de células tronco



para o reparo de vias metabodlicas anormais emrgasieom sindromes genéticas e na
cirurgia plastica reconstrutora (Tran TT & Kahn @R10).

Uma variavel constantemente observada nessas @@ae gordura livre € a
diminuicao progressiva das dimensdes do enxerte(@mn SR, 1995), provavelmente
relacionada a apoptose das células de gordura.cBestatacao talvez explique a razéo
por que cirurgibes toracicos preferem retalhos quéailos de gordura, limitando a
utilizacdo de gordura livre autéloga — teoricamentpelo temor da necrose e suas
consequéncias. Nishimura e colaboradores procurexpiicar este fenbmeno com um
experimento, colocando gordura livre no dorso desrgNashimura et al., 2000).
Concluiram que a gordura assim empregada mantird&iabilidade por osmose nos
primeiros quatro dias. O estimulo hipoxémico mantids dias subsequentes favorecia
a liberacdo de fator de crescimento endotelialimesindo a angiogénese que
revasculariza o enxerto. Verificaram, também, gsie estimulo para o crescimento
endotelial diminuia seu efeito ap0s trinta diasiseguentemente, induzindo a reducéo
do tamanho do enxerto por mecanismos mediadogpptase.

Nossa observacao clinica com aplicacdo de gordueario intra-operatério de
cirurgias de resseccdes pulmonares parciais e nansptantados de pulméo tem
mostrado resultados encorajadores, revelando-sazefio controle do escape de ar
(Figura 1). O dificil controle do escape de ar @ngiado em pacientes transplantados de
pulmé&o e re-operados para tratamento desta intérma& advinda do pulmao
enxertado foi resolvido com a utilizacdo de gordivra autologa, obtida na regido pré-
pericardica, inserida e suturada na fistula deeariggarenquimatosa pulmonar. Em
alguns casos de pacientes transplantados, e eins cenfisematosos re-operados, 0
resultado aerostatico foi imediato, permitindo aa@gdo dos drenos pleurais em

periodos muito curtos. Observacdes em re-operagEsse® mesmo grupo de pacientes —



em quem fora utilizada gordura livre e que tiverasma indicacéo cirdrgica por outras
causas — permitiram constatar que a gordura litikzada previamente estava
integrada ao parénquima pulmonar, mostrando-saos@ipicamente, como um tecido
anico.

A falta de estudos experimentais, em animais, sala@icacao de gordura livre
autologa no parénquima pulmonar com finalidadestética, dificulta o entendimento
da real utilidade e viabilidade desse método nécar&irdrgica em humanos. Com
poucas observacdes, ainda que promissoras, a aoatatural da gordura livre inserida
no parénquima pulmonar segue pouco conhecida.

Até o momento, ndo existe descrito na literaturadetm experimental em
animais utilizando gordura livre autéloga, inserita pulméo, com a finalidade de
aerostasia, conforme aqui proposto, e que demosisireviabilidade por neoformacao

vascular e integracao tecidual.



Figura 1: Paciente masculino de 61 anos submetioloeggtomia inferior esquerda por
carcinoma brénquico. (A) isolamento da gorduragaedica (seta preta); (B) enxerto
de gordura pericardica suturado na superficie podmaruenta (seta preta); (C)
Tomografia computadorizada demonstrando enxertgoddura livre no interior do

parénquima pulmonar (seta branca) 36 horas e (DheSes apds a resseccao

pulmonar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Escape de Ar nas Resseccdes Pulmonares Pasciai

A literatura médica registra o escape de ar, ga fierea dos pulmdes, como sendo
a ocorréncia mais frequente na clinica cirdrgicaokmendo resseccdes pulmonares parciais
(Murthy SC, 2006; Brunelli A, 2010). Na absolutaione das vezes, o escape de ar
advindo dos pulmdes durante a operacdo € de orajeeolar, sendo observado pelos
sistemas de drenagem pleural no periodo apos mjieirlEste decorre da laceracédo do
parénquima pulmonar distalmente aos bronquios segnes, formando uma comunicacao
direta com o espaco pleural. Essa laceracédo paecoma linha de sutura manual ou por
grampeamento, na superficie pulmonar adjacenteha lde sutura ou na liberacdo dos
planos anatdmicos pulmonares intercissurais, se@adtbém comum nos locais de
aderéncias pleuropulmonares desfeitas durante aipuak@gfo cirdrgica. Menos
frequentemente, o escape de ar pode se originamte comunicacdo direta como o
brénquio manipulado, situacdo esta que, ha madagsvezes, quando nao corrigida no
momento operatorio, fard necessaria a re-operagé® @ correcdo da fistula bronco-
pleural. Apesar de sua frequéncia, o escape dendeta cessar em torno do terceiro dia
apos a resseccdo pulmonar parcial. O EA considegpaolongado em sua evolucao é
arbitrariamente definido como aquele que persigts @ sétimo dia da operacado, o que €
fundamentado por inumeros trabalhos corroborande esnceito (Brunelli A et al.,

2004),(Lee L et al., 2011), (Rivera C et al., 2011)

2.2. Fatores de Risco Para Escape de Ar Prolongado

Estudos consistentes apontam para os principaieefatle risco para EA prolongado

nas ressecc¢des pulmonares parciais (Brunelli A.,e2@10; Brunelli A, 2004; Cerfolio et



al, 2002). Dentre eles, a presenca de DPOC (Ddealgaonar Obstrutiva Crbénica) ocupa
lugar de destaque (Brunelli et al, 2004; Merrit RE10). No enfisema pulmonar e em suas
apresentacdes clinicas, o tecido bolhoso com pair@agpulmonar escasso e fragil esta
mais propenso as laceracdes da manipulacao ciaytgitto nas superficies de sutura ou de
grampeamento, quanto nas areas contiguas. Esdatagée se mostra irrefutavel quando
analisados os resultados da cirurgia redutora dome pulmonar para o tratamento
cirdrgico do enfisema, onde sdo observados indieeté 90% de EA nos periodos apos a
cirurgia (DeCamp MM et al., 2006). Existe uma assgHD inversa nos parametros
espirométricos e EA prolongado no periodo pés-apeca ou seja, quanto mais baixo for
o VEF;, maior a chance de escape de ar. Isto tem sidenau naqueles pacientes que
apresentam VEF1 abaixo de 1,5 litros ou menor Q% @ara a previsao funcional pos-
operatoria, ou uma relacdo VEF1/CVF baixa, e o 1iwOgEF1 abaixo de 70% do valor
previsto (DeCamp MM et al., 2006). Outros estudassmecentes apontam fatores de risco
para EA prolongado, como, por exemplo, a capacidadéifusdo do mondxido de carbono
inferior a 80% do previsto, condigbes anatbmicaspadodo apOs a cirurgia - como
resseccoes em lobos superiores - presenca de a@dsrpleuropulmonares, e cirurgias para
tratamento de cancer de pulméo (Sanchez PG &08b) (Abolhoda A et al., 1998%a0
ainda considerados como fatores predisponentes AagrBlongado as camaras com
pneumotdrax residual e o uso crénico de corticogtes (Cerfolio RJ,2002). De Camp e
colaboradores mostraram, no ambito da Cirurgia Beawo Volume Pulmonar, um bom
modelo para estudar o EA apds resseccdes pulmoiareama andlise da populacdo do
National Emphysema Treatment Trial (NETT) verificaram que o EA foi significativamente
comum e mais prolongado naqueles pacientes contidapa de difusdo de monéxido de
carbono reduzida, quando havia assimetria do enfiseos lobos superiores ou presenca

de aderéncias pleuropulmonares ostensivas; nosasda corticosteroides inalatorios; em



individuos da raca caucasiana; e nos pacientes \BRFil abaixo do previsto (80%)
(DeCamp MM et al., 2006). Brunelli e colaboradoes, outra revisao recente, apontaram
uma mortalidade de 1% ao analisarem 777 lobectopuémonares (Brunelli A et al.,
2010). Nesse grupo, 13% dos pacientes apresent&@nmprolongado, o qual foi
relacionado na andlise multivariada com um VEF&riof ao valor previsto (80%) e com a
presenca de aderéncias pleurais. Porém, em oualea@o dos pacientes da mesma
instituicdo, empregando um escore de risco difeeggses autores observaram que o EA
prolongado estava associado com idade superioram@$ com VEF1 menor de 80% do
previsto, com IMC (indice de Massa Corporal) meder 25,5 e com a presenca de
aderéncias pleurais identificadas durante a caur@erfolio e colaboradores também
revisaram uma base de dados relativos a 669 pesjeain que os preditores de EA
prolongado foram: sexo masculino, uso de corticogte, VEF1 abaixo de 79% do
previsto e resseccdes pulmonares por lobectomiasfol® et al, 2002). Os autores
sugeriram como alternativa para reduzir o tempantkrnacao hospitalar a utilizagéo da

Vélvula de Heimlich, com a qual obtiveram indicagdraveis e significativos.

2.3. Tratamento do Escape de Ar Prolongado.

O tratamento do EA durante a resseccdo pulmondafuenta-se em trés principios
bem estabelecidos, a saber: a prevencéo, o repapra/imento para a sua resolucdo. A
prevencdo comeca pelo preparo do paciente, dindoufatores de risco como, por
exemplo, a suspensédo do uso de corticosterbidestmra das condigdes nutricionais. Nos
portadores de enfisema pulmonar, as recomendaédeisds deverdo estar voltadas para
um manuseio cirdrgico cuidadoso ao se completargroissuras anatdomicas. Tém sido
rediscutidas atualmente as maneiras de se congtei@s cissuras ndo anatbmicas e suas

implicacdes na fuga aérea pelos pulmdes apés géesepulmonares parciais (Balsara KR
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et al., 2010). A técnica convencional para lobecisnnclui a dissec¢cédo das cissuras para
se obter acesso as ligaduras das artérias e, naneéa, dos bronquios dos respectivos
lobos. Com o advento da cirurgia videotoracoscopioza alternativa técnica vem sendo
difundida, ou seja, a abordagem inicial no hilonpaar, iniciando com a ligadura dos
vasos, para depois serem completadas as cisswat@snécas, subtraindo a necessidade de
dissecéa-las previamente.

GOmez-Caro efetuaram um estudo randomizado em @8rpes com cissuras
incompletas (Gomez-Caro A et al., 2007), os quaimm submetidos a resseccdes
pulmonares por lobectomias. Concluiram, nesse @styge os pacientes operados pela
técnica convencional apresentaram uma incidénagaifsativamente maior de EA
prolongado no periodo apos a cirurgia, aléem de aeeceram hospitalizados por tempo
maior. Outro estudo semelhante, publicado no mesmo, avaliou 27 pacientes
submetidos a lobectomias superiores operados petaca convencional (Ng T et al.,
2010), comparados com 66 outros operados pelactaiiernativa, sem dissec¢do das
cissuras anatomicas. Os resultados mostraram witkmtia de EA prolongado maior no
primeiro grupo (22,2%), contra 6,5% no segundoei®@po de internacdo também foi bem
maior no primeiro grupo (média de 14,8 dias) sepamado ao segundo grupo (média de
8,7 dias), em que foi utilizada a técnica altem@atila videotoracoscopia. Droghetti e
colaboradores, abordando esse mesmo questionameartdpomizaram e estudaram
prospectivamente vinte pacientes em dois bracosg(iatti A et al., 2008) submetidos a
procedimentos distintos. Em um deles a ressecg¢dedlizada com dissec¢cao de preciséo
na cissura anatdbmica, e no outro utilizando graogres mecanicos. No grupo da
disseccdo precisa anatdbmica foi adicionado um teelde fibrinogénio humano com
trombina para cobertura da superficie pulmonar nteueConcluiram que no grupo da

disseccdo anatdbmica precisa com adicdo do selatiteram melhores resultados quanto
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ao escape de ar (EA) no periodo apés a cirurgig)s&ontra 95% no grupo em que se
utilizou o grampeamento. O tempo de drenagem gleapas a cirurgia também foi
significativamente menor no primeiro grupo (1,7s)lido que no segundo (4,5 dias). Os
custos dos procedimentos do primeiro grupo de pesdambéem foram significativamente
menores.

Cooper e colaboradores, em 1995, retomaram a @rueglutora do volume para
tratamento do enfisema. Introduziram, tecnicamente, reforco na linha de sutura
pulmonar utilizando pericardio bovino acoplado eangpeador mecéanico, com a finalidade
de reduzir o escape de ar que chegava acometerd®8%acientes submetidos a essa
modalidade terapéutica (Cooper JD et al., 1995)tilzacao do refor¢co de pericardio na
linha de grampeamento mecanico, teoricamente, dirrano espaco entre os orificios dos
grampos e evitaria que a sutura cedesse ao insuflaimao. Esse reforco pode ser obtido
com pericardio bovino ou material de origem sio&ti como o PTFE
(politetrafluroetileno). Ainda n&o se dispbem, etanto, de dados consistentes que
justifiquem o uso rotineiro desse material no ambihs ressec¢des pulmonares parciais.
Por outro lado, existe ainda a possibilidade de gumaterial de reforco exerca uma
pressdao maior sobre a linha de sutura, paradox&nfamorecendo o escape de ar. A
escolha da populagédo que realmente podera se dianefim o emprego desse refor¢co na
linha de sutura inclui os portadores de enfisemmg@uoar submetidos a cirurgia redutora
de volume pulmonar, ou nos outros portadores déeseané pulmonar submetidos a
ressecc¢des nao anatomicas.

Um estudo envolvendo pulmdes de cadaveres estinfanganecessaria para produzir
escape de ar na linha de sutura com a utilizacagra@peadores mecanicos, e com
grampeamento incluindo pericardio bovino ou PTFEurfsly KD et al., 2002). Os

resultados desse estudo foram expressos da seguan&ra: no grupo em que foi utilizado
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grampeamento sem qualquer reforco observou-seesieapr com pressdes de 35 mmHg
em 90% dos casos; no grupo que usou reforco copgr@amento com pericardio bovino ou
PTFE foram necessarias pressées de 40mmHg ou m@sgpe fosse observado EA na
linha de sutura. Em especial, no grupo onde ogefdo grampeamento foi constituido por
PTFE, as pressdes necessarias para ocorrer EAhaade sutura foram, no minimo, de 55
mmHg.

Em outro estudo, com pulmdes de cées, foram ne@sgiessdes médias, da ordem
de 10,8 cm de ¥D maiores, para atingir escape aéreo no grupo fandeilizado refor¢o
na linha de grampeamento, em comparacdo com o gupoao utilizou esse aditivo
(Roberson LD et al., 1998).

Outra alternativa € o emprego de colas biologizaa proteger linhas de sutura e
prevenir escape de ar apos as cirurgias pulmond&es e Blackstone definiram como o
selante ideal aquele que aderisse rapidamente réoquéima pulmonar, que mesmo na
presenca de ar ou sangue suportasse pressOesitinsgsr de até 40 cm de,He que
tivesse flexibilidade e complacéncia suficienteageermitir os movimentos de inspiragcéo
e expiracéo (Rice TW & Blackstone EH, 2010). Irfelente, até o presente momento, esse
material ndo estd disponivel. Um selante bioldgiootendo fibrina e trombina, a assim
chamada cola biolégica, se mostrou eficaz paraepieva fuga aérea em um estudo
experimental em 28 ratos da ragca Wistar (Turk Rlgt1983) — coincidentemente, a
mesma raga utilizada no nosso estudo. Os animaebeeam, ou ndo, reforco com a cola
bioldgica sobre a linha de sutura manual no paiérpulmonar. Em outros sete estudos
clinicos randomizados, nos quais foi avaliada eaefa da cola bioldgica para prevenir o
escape de ar em pacientes submetidos a ressecgoEmares, foi mostrado que o tempo
de drenagem e o periodo de internagdo hospitatafandm significativamente diferentes

ao se utilizar ou ndo o reforco com essa cola (e & Blackstone EH, 2010). O
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glutaraldeido esta entre os selantes sintéticaos, agicdo de albumina, também avaliado
experimentalmente. Os resultados verificados emsrae mostraram superiores aos do
selante de fibrina (Kodama K et al., 1997). Outstuéo clinico randomizado mostrou
melhores resultados e menor periodo de drenageropmbatoria, com menor tempo de
internacéo, no grupo de intervencao pelo selantiamgldeido (Transley P at al., 2006). O
selante sintético com polietilenoglicol s6 foi asdb na esfera experimental, mostrando-se
superior a cola biolégica em parénquima pulmonanaties (Kobayashi H et al., 2001). No
ambito clinico assistencial, esses estudos unieginais, ou mesmo multi-institucionais,
tém mostrado que os selantes sdo eficazes parauitina tempo de escape de ar no
periodo apos a cirurgia. No entanto, esse benefi&mo é significativo para diminuir o
tempo de internacao, tampouco para reduzir cuSuso selante obtido recentemente com
uma associacdo de colageno e fibrina, bem estueladarurgia vascular e hepatica, nao
mostrou resultados consistentes que sugiram meperaxlos de escape de ar ou tempo da
internagéo (Rice TW & Blackstone EH, 2010).

Enquanto as superficies que apresentam pequeapeede ar durante a cirurgia
cicatrizam em torno de 2 a 3 dias, aquelas areamailer escape tendem a cicatrizar em
tempos mais longos, consequentemente levando &apdés clinicas que podem conduzir
a reoperagdo. Mesmo com o enorme conhecimento dmdonem estudos clinicos,
embasados em pesquisas experimentais, ainda nparéidetros objetivos que definam
quando empregar medidas intra-operatdrias pararatanto escape de ar de origem
alveolar. Os métodos de reparo intra-operatérioa paibir o EA estdo, na verdade, mais
diretamente relacionados com experiéncia individieatirurgido toracico. O espectro de
recursos disponiveis vai de uma sutura manual esnglé uma interposicdo de material
autdlogo como pleura, pericérdio, gordura ou até satura mecéanica com interposicéo de

material biolégico ou sintético, conforme ja memedo.
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Outra questao para ser avaliada no momento decgEsse 0 grau de reexpanséo do
pulmdo remanescente. A cessacado do escape de emdéepelo menos em parte, da
aposicao das pleuras visceral e parietal. A tojadesdo do pulmé&o remanescente operado,
preenchendo a cavidade pleural, se impde como usetivab constante em todas as
resseccdes pulmonares. Os pequenos ramos bronguicesgmentares requerem atengao
redobrada na abordagem aerostatica final, por senam refratarios ao beneficio dos
selantes. As aderéncias pleurais também podenmpantalificuldades na reexpansao e
precisam ser meticulosamente desfeitas. A liberaighdigamento pulmonar até a veia
pulmonar inferior também ajuda na reexpansao pudmors lobectomias. Caso néo se
obtenha a desejada expansao do pulmao operad@ltareativa simples é a aplicacdo de
bupivacaina (Rocco G, 2010) para anestesia traiasittb nervo frénico. Com essa
manobra, ocorre a elevacdo do diafragma, persistput aproximadamente 24 horas,
auxiliando no pronto contato entres as pleuras gedimdo a persisténcia de eventual
camara de pneumotdrax no apice da cavidade hewidaréOutra opcao transoperatéria
que auxilia a diminuir o escape de ar € a liberat@igleura parietal apical. O espaco
criado entre a fascia endotoracica e a pleura tphridenominado tenda pleural, ja foi
estudado e utilizado em varias oportunidades, mdtr-se também eficaz para diminuir o
espaco pleural e favorecer a pleurodese (UgurletB8.., 2002). O pneumoperitdneo tem
sido também bastante empregado em ressecc¢Oes lfus iloferiores, com a mesma
finalidade de proporcionar diminuigéo do espacarnale(Giacomo T et al., 2001).

O controle do EA apos ressecgdes pulmonares gtarmabém pode ser obtido por
pleurodese. Para obten¢do da sinfise pleural igeersrurgicamente, a pleurodese pode
ser abrasiva ou quimica, dependendo das conditidésas do paciente. A pleurectomia
parietal, quando empregada, resulta em sintesaitdefi (Derek P et al.,, 2008). O

inconveniente dessa alternativa € a dificuldadeostgppara novas abordagens no pulmao
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operado. Quando a pleurectomia for total, a pdakidie de resseccbes pulmonares
parciais futuras torna-se impraticavel, restandpnaumonectomia como Unica 0Opc¢ao
cirdrgica. Nos tempos atuais, em que a terapépticaransplante pulmonar encontra-se
disponivel, e que pode ser indicada naqueles pgasisnbmetidos a resseccdes pulmonares
parciais prévias, a pleurectomia podera limitacesao a essa modalidade de tratamento,
devendo, portanto, ser reservada para casos s&do® (Camargo JJ et al., 2011). Além
disso, é conhecido o risco do sangramento potéranlal pela sinfise pleural e pela
eventual necessidade de utilizacdo de CEC (Cirgal&xtra-Corporea). As medidas mais
extremas no sentido de aproximar as superficiearge envolvem o emprego de
toracoplastia ou mioplastia com transposicdo dacuolatira da parede toracica. Essas
técnicas sdo mais complexas e exigem treinamepaciéico. Os musculos mais utilizados
em tal procedimento sdo o grande dorsal e o museulatil anterior. A magnitude dessa
modalidade cirargica para tratamento do escape dsta reservada para casos refratarios

e muito bem selecionados (Stefani A et al., 2011).

2.4. Escape de Ar Prolongado em Ressecc¢des PulmonaPasciais

Duas implicagcbes maiores acompanham as resse@iidewnares parciais: 0
escape aéreo prolongado e o tempo de drenagenicéoriena terceira estaria ligada ao
periodo de internacdo que estes pacientes necessitdto embora, alguns deles possam
deixar o hospital com valvulas unidirecionais, tigeimlich, diminuindo o tempo de
hospitalizacdo. A implicagcdo em custos também d&eveconsiderada, visto que Varela e
colaboradores, ao analisarem 238 pacientes suloeetid lobectomias pulmonares,
obtiveram indices de 9,7% de EA prolongado (Vaflat al., 2005). Essa constatacao
implicou no dobro do periodo de internacdo e dicptivo aumento nos custos

hospitalares. O maior numero de complicacfes pégtjrias como atelectasias, retencéo
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de secrecdes, infeccdes do trato respiratério esgaco pleural somam-se as implicacdes
de EA prolongado. Outra preocupacédo importante ooescape de ar prolongado recai
sobre o plano de tratamento para aqueles paciepw®dos por neoplasia de pulmao
estagios Il e llla, com necessidade de adjuvanoiaquimioterapia. A indicacdo de

tratamento € bem fundamentada e com bons resul{@#olio RJ et al., 2008). No

entanto, em virtude de complicacdes pds-operat@oas retardo na recuperacao desses
pacientes, o tratamento proposto, muitas vezes,po@ie ser completado, ou mesmo
iniciado. O impacto negativo do escape de ar pgaldo nesse grupo de pacientes com

tratamento multidisciplinar pode ser imaginado.

2.5. Estudos Locais Referentes ao Escape de Ar Ringado

Sanchez e colaboradores estudaram 305 pacientesetsdils a lobectomias
pulmonares para tratamento de carcinoma brongai@iando nesse grupo os indices de
morbi-mortalidade (Sanchez PG et al., 2006). A alioidde nos primeiros 30 dias foi de
2,9% e a morbidade de 44,0%. A principal e a mraigulente complicacéo foi o escape de
ar prolongado, numa incidéncia de 20,6%. Os pasequie apresentaram complicacdes
pos-operatorias tinham IMC, VEF1 e relacdo VEF1/Qgnificativamente menores do
que o previsto. A DPOC néao figurou como fator rnelaado com mortalidade geral; no
entanto, quando foi estratificado o grupo de pdegenle acordo com a severidade da
doenca, aqueles com DPOC e indices funcionais bamado previsto apresentaram mais
complicacbes no periodo que se seguiu a cirurgéa.abalise multivariada de fatores
relacionados as complicacdes respiratorias, o \VdHalxo do valor previsto e o escape de
ar prolongado mostraram-se significativos. No grulgopacientes com EA prolongado
observaram uma incidéncia maior de insuficiéncspiratoria aguda e de empiema pleural.

O lobo ressecado ndo manteve correlacdo com oeeglegapr prolongado, mas sim, com
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indices de VEF1 e IMC menores do que o previsto. @&mro estudo abordando
especificamente o problema do escape de ar pralongm pacientes que haviam sido
submetidos a lobectomias pulmonares por cancerutitedp, foi observado um periodo
médio de drenagem pleural de 11,4 dias, variandd @&4 dias (Rivera C et al., 2011).
Também nesse estudo, 0 escape de ar prolongadtacanou-se com indices de VEF1 e
IMC menores que o previsto e com mortalidade sapele 10,0% nesses pacientes. A
severidade do enfisema associou-se com maior temfpuga aérea pelos drenos pleurais.
No ambito experimental, um estudo foi realizadoap@star diferentes tipos de
sutura aerostatica em pulmdes de suinos sob psesgiierminadas por insuflacdo
pulmonar até o aparecimento de fuga aérea na tiateutura. (Pinto Filho DR, 2003) As
suturas testadas foram: sutura manual do parénquitn@onar com fio absorvivel, com
grampeador mecanico, com grampeador mecanico isvgxir pericardio bovino ou com
grampeador mecanico revestido por selante biolégieofibrina. As pressdes medias
necessarias para a ocorréncia de vazamento nadebkatura foram de 29,0 cm de(H
38,5 cmde KD, 44,0 cm de kD e 51,4 cm de D, respectivamente, para sutura simples,
sutura com grampeador mecanico, com grampeadornmecéevestido de pericardio

bovino e grampeador mecanico revestido por selbitkgico de fibrina.

2.6. Estudos Experimentais de Gordura como Selante

O enxerto autologo de tecido adiposo livre tem sitibzado com sucesso em
outras especialidades além da cirurgia toracicggbeer: na neurocirurgia, na cirurgia da
cabeca e pescoco, e na otorrinolaringologia. Shireizolaboradores avaliaram a eficacia
da gordura livre autéloga livre preenchendo asnasuesultantes da hemi-laminectomia
em caes (Shimizu J et al., 2003). Uma complicagio tonhecida apos esse procedimento

é a formacédo de aderéncias da dura-mater expostdeamlos adjacentes no local da
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laminectomia, com consequente dor no periodo pésatjrio. Na tentativa de evitar a
formacédo de aderéncias, os autores protegeramabdbordado com enxerto de gordura
livre. O controle incluiu tomografia computadoriaadnielografia e exame histologico da
gordura integrada. Ao contrario dos caes contisde) protecdo da gordura, o grupo da
intervencdo com gordura ndo mostrou formacéo dead@s na dura-mater. Também néo
verificaram compressao do enxerto de gordura Ihaemedula espinhal. Os caes foram
acompanhados por 56 dias, periodo no qual, ao, fisabutores perceberam que existia
apenas um vestigio de tecido adiposo no local shén&ctomia prévia, reducédo que foi
atribuida a apoptose das células de gordura. Emobiservacao antiga, o que embasava a
resisténcia dos neurocirurgides em utilizar esgerém nos defeitos apds laminectomia era
a potencial migracdo de gordura para o canal medafa agravo clinico do paciente. Essa
situacao nao foi observada em nenhum caso do eskpdoimental acima referido.
Nishimura e colaboradores, em outro estudo paahaaa evolucao de enxerto de
gordura livre autdloga transplantada para o doesoatbs Wistar, concluiram que houve
uma revascularizacdo do enxerto com expressao @&F\{ior células conjuntivas a partir
do sétimo dia pds-implante (Nishimura T et al., @000s autores sugeriram que até o
quarto dia o tecido adiposo adquire sua nutric&@s ambeber-se nos fluidos intersticiais.
No entanto, apds 180 dias, observaram uma redugdnxerto para 32% do seu peso
inicial. Um dos mecanismos potencialmente envolvidessa reducéo foi a apoptose ou
morte celular programada. Os marcadores para agopooam identificados por imuno-

histoquimica a partir do sétimo dia do experimento.

2.7. Estudos Clinicos com Aplicacédo de Gordura

O epiplon vem sendo utilizado como fonte de gordutélaga ha bastante tempo.

Cooper e colaboradores difundiram sua utilizacdo oadvento do transplante pulmonar.
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Um fator limitante para progressao do transplantmpnar foi anastomose bronquica com
suas complicacdes inerentes. Eles passaram autlizobertura da anastomose brénquica
com auxilio do epiplon pediculado (Morgan E et 4882; Morgan et al., 1983). Dessa
maneira, diminuiram significativamente o indice akiscéncias brénquicas. Shrager e
colaboradores revisaram 85 pacientes em que ooepiptdiculado foi utilizado em
cirurgia toracica (Shrager et al., 2003), como medirofilatica em 47 pacientes, com
89,0% deles bem sucedida. Dentre essas aplica@dsram para proteger a anastomose
brénquica do transplante pulmonar, outras 14 forditizadas para proteger a sutura
brénquica apds a resseccao da via aérea centrdd7epara proteger areas expostas do
pescoco apos exenteracao da parede do térax, & easOs a utilizacdo do epiplon teve
como objetivo a protecdo do coto brénquico apéuumo@ectomia em que havia risco,
aumentado de deiscéncia pos-irradiacdo, imunossfweou infeccao ativa. Com objetivo
terapéutico, o epiplon foi utilizado em 32 casomcsucesso em 91,0% deles, assim
relacionados: 15 em portadores de fistula bronearpl apdés pneumonectomia, em que a
resutura foi acompanhada de protecdo pelo epifi@rpara tratamento da mediastinite
apos esternotomia; 03 em perfuragfes esofagicdmgai05 em complicacdes traqueo-
esofagicas para tratamento do esbdfago; e em O@npesi para protecdo de resseccdes
ampliadas da parede torécica.

Yoshimura e colaboradores, em um estudo randomizagdiaram a eficacia do
retalho de gordura pericardica pediculado e da badédgica para reparar superficies
cruentas apoOs lobectomias ou segmentectomias pdeanento cirirgico de cancer de
pulmé&o (Yoshimura M et al, 2002). Quando o escapardera considerado moderado no
transoperatério, os autores utilizaram a cola deinfh ou um enxerto de gordura
pericardica pediculado fixado na superficie pulmocauenta com auxilio da cola de

fibrina. Observou-se que em um namero significatigate maior de pacientes que recebia
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também a gordura pericardica pediculada, o esdap& cessava apos 24h da cirurgia,
com um tempo médio de drenagem pleural de 3,6 rddagrupo que utilizou a gordura
pericardica, contra 4,8 dias naqueles que utilmasamente a cola de fibrina.

Matsumoto e colaboradores realizaram um estudolsante, porém com o emprego de
enxerto de gordura pericardica ndo pediculada enelaa@anino em quatro experimentos
(Matsumoto | et al.,, 2005). Em nenhum deles hougeessidade de drenagem pos-
operatoria, tendo os cées sido observados paa tlias. Apds esse experimento, utilizaram
o enxerto de gordura livre em 23 pacientes poremide enfisema submetidos a resseccoes
pulmonares por neoplasia primaria de pulmdo ou g@doenca metastatica. Eles
apresentaram escape de ar importante, mesmo a@daarostasia mecanica adequada. O
enxerto de gordura utilizado a seguir promoveu iogiiva reducdo do escape de ar,
encurtamento do tempo de drenagem pleural, na ciasée efeitos adversos verificados

por TC.

2.8. Utilizac&do de Gordura Livre Como Fonte de Célas Tronco

O transplante de células adiposas se firmou coourhuade terapéutica no campo
da cirurgia plastica reconstrutora. Tem sua praddipnitacdo na dificuldade de manter o
volume do enxerto. lyama e colaboradores observaeam estudos com microscopia
eletrénica, que as células do enxerto tém uma neajpacidade de diferenciacdo quando
sao implantadas em locais de boa vascularizacam@éy et al., 1979). Outra aplicacdo do
transplante de células adiposas se refere a suaaadie metabolica. Quando foram
transplantadas células adiposas do subcutaneo epidiaimo de ratos normais em ratos
com inducdo genética de uma lipodistrofia, 0 noaidio gorduroso passou a suprir a
funcdo metabdlica do organismo deficiente. Assimgfeitos maléficos da lipodistrofia,

como ingestdo excessiva de alimentos, hiperinguimee esteatose hepatica foram
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revertidos. O efeito da leptina sobre essas viambibkcas é fundamental. No mesmo
experimento, quando foi utilizando enxerto de goadem ratos deficientes em leptina, ndo
foram reproduzidos os efeitos benéficos inicialraeriiservados.

As células adiposas estédo sendo utilizadas no@aagirurgia toracica como fonte
de células estromais produtoras de fatores de igrest. Um dos mecanismos de
formacdo do enfisema pulmonar esta relacionaddha @ manterem-se niveis seéricos
adequados do fator de crescimento de hepatécitosuplementacdo desse fator de
crescimento € capaz de restaurar a troca gasospuimnées promovendo a regeneracao
vascular.

Shigemura e colaboradores mostraram que é possiliear o transplante de
células adiposas como via de provimento desse tamer mediador (Shigemura et al,
2006). Ao coletarem células estromais da gordurasuhrutaneo de ratos e, depois de
comprovarem que essas células constituiam fontasdahtes de fator de crescimento de
hepatdcitos, elas foram injetadas na circulac&émisa de ratos com enfisema induzido
por elastase pancredtica porcina. Os ratos subwsedigsse tratamento apresentaram niveis
de fator de crescimento de hepatdcitos signifieatiente mais elevados do que os do
grupo controle. Os autores deduziram que havermmaior taxa de proliferacao celular e
menor atividade apoptotica, o que se traduziu ethores indices gasomeétricos e melhora
na capacidade de exercicio naqueles ratos do grapmdo com a infusdo de células
estromais de gordura. Ao seguirem a mesma linh@edquisa, esses autores implantaram
uma matriz com células estromais a partir de teaitlposo inserido na superficie cruenta
de pulmdes de ratos submetidos a cirurgia reduteraolume pulmonar. A regeneracao
vascular e alveolar desses pulmdes foi signifieatente mais acentuada que a ocorrida
em ratos sem o tratamento com células estromaiffijcaado-se, também, melhores

parametros gasométricos e a maior capacidade dei@gealos animais tratados.
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Em uma recente revisdo, Warburton e col. descrevaraorfogénese pulmonar e
0s mecanismos de reparo do epitélio alveolar —&oiehave para a sobrevivéncia. Entre as
alternativas terapéuticas para a regeneracao tiliepilveolar esta a aplicacédo de células
tronco progenitoras exogenas pelas vias intraventtagueal ou injecdo direta no
parénquima pulmonar. Atualmente, além das célulasrienarias, das células da medula
0ssea, das células progenitoras endoteliais eéidias tronco do liquido aminiotico, o uso
de células adiposas mesenquimais tem sido estudado aplicacdo terapéutica no
parénquima pulmonar com o objetivo de reverter fetos do envelhecimento e das
patologias pulmonares. Particularmente, os pagesum insuficiéncia respiratoria devido
a hipoplasia ou destruicao alveolar grave, comom@nado na displasia broncopulmonar e
na DPOC, sao o alvo principal desta terapéutica.

Enquanto estudos recentes tém demonstrado quecésitas tém a capacidade de
amenizar a lesdo pulmonar, parece que este meadismeparo tem uma caracteristica
pseudofarmacoldgica, cursando com a liberacaoitibaiasde citocinas anti-inflamatorias e
estimulacdo de reparo por mecanismo endogeno. Pastas células também tem o
potencial de contribuir no desenvolvimento de fer0S&o necessérios, pois, mais estudos
para o entendimento claro do mecanismo sobrejae@stefeitos destas células e para sua

manipulacdo em direcdo a uma resposta terapéditea ¢/ NVarburton, D. et al., 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

Existem diferentes métodos de aerostasia pulmoeacritbs na literatura. A
utilizacdo de enxerto de gordura livre mostrou-Bsivea na nossa observacao clinica,
quando utilizada no intra-operatoério de ressecpaésonares com dificuldade de controle
do escape de ar. Estes resultados encorajadoragarapt o estabelecimento de um
modelo de aerostasia pulmonar com uso de enxertmiira livre, a fim de verificar o
comportamento deste enxerto dentro do parénquiimaopar durante diferentes periodos
de observacéo.

Este estudo pretende oferecer informacdes relevantwe a utilizacdo do enxerto
de gordura livre autdloga no parénquima pulmonarades, e, assim, estimular a sua
utilizacdo clinica com o intuito de reduzir o pela do escape de ar na pratica da

cirdrgica toracica envolvendo ressecc¢des pulmornsesais.
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4. OBJETIVOS

Geral:

Apresentar um método cirdrgico de aerostasia pudmtansoperatoria a partir da

utilizacao de gordura livre autologa.

Especificos:

1. Estabelecer o modelo de enfisema pulmonar em natiligando elastase

pancreatica porcina.

2. Desenvolver um modelo de trauma pulmonar perfurgregférico, com

consequente fuga aérea do parénquima pulmonara&® com pulmdes normais e em

ratos com enfisema pulmonar induzido por elastagsergética porcina.

3. Desenvolver um modelo de trauma pulmonar perfurgredférico, com

consequente fuga aérea do parénquima pulmonaragr® com pulmdes normais e em

ratos com enfisema pulmonar induzido por elastagsergética porcina.

4. Avaliar a integracéo a e viabilidade tecidual dregto de gordura livre autéloga

no parénquima pulmonar de ratos, como um modelerarpntal em animais de pequeno

porte.
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5. METODOLOGIA

O Presente estudo foi realizado em duas etapas

Na primeira etapa foi estabelecido um modelo d&nta pulmonar perfurante
periférico seguido de aerostasia com gordura hutéloga obtida do epiplon de ratos com
pulmdes normais (Estudo piloto).

Na segunda etapa, o0 mesmo procedimento foi apliesd ratos com pulmdes
normais e em ratos com enfisema pulmonar experahemtuzido por elastase pancreatica

porcina (Sigma-Aldrich).

5.1. Estudo Piloto

Sete ratos da raca Wistar foram anestesiados cominjetao intraperitoneal de
Ketamina (50mg/Kg) e Xylazina (50mg/Kg), pesadoshkatanca de precisédo e intubados
por via orotraqueal com uma canula intravenosa niirté gauge (Abbocath Abbott
Laboratories, Columbia, Maryland, EUA). Os animfasam mantidos em ventilacdo
mecanica, com ar ambiente, por um aparelho cidaddume (Harvard Rodent Ventilator,
South Natick, MA, modelo 683). Regime ventilaton@lume de ar corrente de 10ml/Kg
do peso corporal, frequéncia de 85 respiracbesmouto e PEEP de 2 cmB8. Apos
serem anestesiados, foram submetidos a uma petppEratomia mediana, por onde um
fragmento de epiplon foi extraido (Figura 2). Aisdo laparotémica foi fechada por sutura
simples, com fio monofilamentar ndo absorvivel guateros (Mononylofy, Ethicon,

EUA).
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Figura 2. A: Intubacéo orotraqueal B: Laparotontial (cm) no terco inferior do abdome

C: Gordura do Epiplon

Na sequéncia, os animais foram colocados em decudbieral esquerdo para serem
submetidos a uma toracotomia pdéstero-lateral dineit nivel do quinto espaco intercostal.
Com a cavidade aberta, o ligamento pulmonar farédo através de disseccdo romba com
ampla exposicdo da base do lobo inferior do puldig®to. De modo semelhante ao modelo
descrito por Dutly e colaboradores, foi realizadaopografia da base da piramide pulmonar
uma perfuracao periférica de 5,0 mm de profundidatiézando-se agulha nimero 14 gauge
(Abbocatt?, Abbott Laboratories, Columbia, Maryland, EUA) @UAE et al., 2005). O
escape de ar foi comprovado pelo aumento na préB&acP) de ventilacdo para 5 cgdH O
proprio cateter protetor da agulha utilizada nairtra perfurante do pulméao foi acoplado a
uma seringa plastica de 1,0 ml para receber o fatpnde gordura livre obtida do epiplon,
até entao imerso em soro fisiolégico. Essa manpbmaitiu introduzir parte da gordura livre
na seringa por leve succdo, mantendo parte noecatebplado (Figura 3). A gordura foi,
assim, injetada na perfuracdo pulmonar traumatctaldnodo que se obtivesse a obliteracdo
completa da laceracdo que havia sido produzidan&ig). O volume do enxerto de gordura
livre autéloga aplicado foi de 0,1 ml para cadarehiestudado. No momento em que o efeito

aerostatico do enxerto de gordura livre era congmovor imersdo do pulmao em solucéo
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fisiologica sob ventilacdo — “teste do borracheif@into Filho DR, 2003) —, a re-expanséao do
pulmao ocorria com auxilio do ventilador mecéanioterecendo pressdes de 5 cidHde
PEEP, ao mesmo tempo em que a toracotomia eradiec®s auxilio de drenagem pleural.
A analgesia poés-operatoria contou com o emprego bderenorfina (0,05mg/Kg)
intramuscular, acrescida ao anestésico local @a; 5 ml a 1%), dirigido as regides

posteriores da inciséo.

Figura 3. Gordura preparada em seringa de 1mlgra@rtia no pulmao (seta).
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Figura 4. A: Rato em decubito lateral esquerdo;PBim&o apds trauma penetrante
periférico e teste da fuga aérea; C: Injecdo ddugarlivre autdloga obtida do epiplon na
base pulmonar; D: Gordura na base do pulmé&o coostasia completa.

5.2. Inducao Experimental do Enfisema Pulmonar

Na segunda etapa do estudo foram utilizados raios puimdes normais e ratos
com enfisema pulmonar. Para a inducdo do enfisemaatos foram anestesiados da
maneira semelhante a técnica anestésica empregasuto piloto, seguida da instilacao
de elastase pancreatica porcina em uma dose dediGhhimal. A enzima pancreatica foi
administrada por via endotraqueal durante dois togjuda seguinte maneira: duas
unidades com o animal em decubito dorsal, duasade&lem decubito lateral direito, duas
unidades em decubito ventral, duas unidades enbiedateral esquerdo, e duas Ultimas
unidades com o animal em movimento rotatério. Asioheas para a administracdo da

enzima pancreatica porcina objetivavam a distcémiuniforme da elastase nos diversos
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segmentos pulmonares. Concluido o procedimentogaiaj os animais foram recuperados
em incubadora, aquecida a 37° C, recebendo oxigamtementar. Na sequéncia da
recuperacao anestésica, os animais foram obserpaddsinta dias para serem incluidos

na segunda etapa do estudo.

5.3. Randomizacé&o: Pulmdes Normais ou com Enfiserpalmonar

Os animais foram divididos em dois grupos: comsemfia experimental (n=30) e
com pulmdes normais (n=30). Os dois grupos forammstidos ao procedimento cirdrgico
descrito no estudo piloto. A partir do pos-opeliat@la toracotomia, os animais dos dois
grupos foram distribuidos aleatoriamente em sulmgugara serem observados em
periodos estabelecidos de 7, 14, 21, 30 e 60 Asssm, cada subgrupo ficou constituido
por seis animais. Ao final de cada um dos periadilwsobservacdo os animais foram
sacrificados.

O sacrificio foi efetuado com os animais anestiesiae ventilados pela técnica
descrita no procedimento cirargico experimentalpdtir de entdo, uma esternotomia
mediana foi realizada. O pulmao direito e o enxeltogordura livre foram analisados
macroscopicamente. Na sequéncia final do procedanerntronco da artéria pulmonar foi
canulado através do ventriculo direito, a aortenpkada e a auricula esquerda seccionada.
Nesse momento, os pulmdes foram perfundidos coml2@e soro fisioldégico sob uma
pressdo de 25 cmB. A pressao foi calibrada colocando-se o frasce gontinha a
solucéo fisioldgica a 25 cmB acima do nivel dos pulmdes. Para posterior conagao
da permeabilidade dos vasos sanguineos no enxergmrdura livre, trés ratos de cada
subgrupo de seis animais receberam uma perfuséiorzide 4,0 ml de Tinta da China,
inserida pelo cateter na artéria pulmonar sob ureaspo de 25 cmf. A partir dai, o

bloco coracdo-pulméo foi removido cirurgicamentaraFfixacdo desse bloco, os pulmbes
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foram imersos em formol a 10%. Com 24 h de fixagsi@spécimes, foram armazenados
em etanol a 70% e, posteriormente, embebidos edfimear A seguir, os tecidos foram
armazenados em capsulas com identificacdo dosupdrgrprocessados, desidratados com
alcool absoluto e xilol. Finalizando essa etapasgam ainda por duas cubas de parafina
industrial. Em todo o processo os tecidos permaastem cada cuba por um periodo
médio de uma hora e trinta minutos, em uma temparade 64 °C. Os tecidos, em
processo de solidificacdo, foram imersos em paafiguida para constituir pequenos
blocos de parafina. Esses blocos foram modulada® sona estrutura de formica a partir
de tacos de bronze. Formatados numa peca UniGt@ado mantinha sua identificacdo e
foram resfriados em um recipiente com fundo cordegelo. Na sequencia, os blocos de
parafina foram levados ao micrétomo (Leitz® 151PndE Leitz, Vienna, Austria) para
obtencdo de cortes com espessura de cinco mickasn@Oum). As fatias das pecas
anatdémicas foram submetidas a banho histolégicO &C5 para que possibilitassem sua
cobertura a0 mesmo tempo em que estavam sendaggapdaminas com pelicula fina
contendo albumina, para sua fixagdo. O excessamdima das laminas foi removido com
aquecimento a 60 °C, por vinte minutos, no prockssaara tal finalidade. Na reidratacao
das laminas foi utilizado banho com duas solu¢c@&esildl, por cinco minutos, sendo elas
passadas em trés solucdes consecutivas de alcsmlmbe banhadas ao final em agua
corrente. As coloracdes com Hematoxilina e Eosta%(E) foram preparadas para a

contagem dos septos interalveolares por analiseométrica.

5.4. Morfometria para Contagem dos Septos Interalaares

Para a analise morfométrica foram selecionados dermes de cada grupo,
provenientes aleatoriamente dos diferentes subgrupas laminas obtidas, foram tiradas
vinte fotos em campos aleatérios, com aumento @e Bssas fotos foram ajustadas a um

eixo de coordenadas cartesianas (x,y) para a antdgs septos interalveolares. Com essa
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metodologia foi possivel estabelecer a média dentqaa septos interalveolares

interceptavam uma linha com dimensao estabele&dses valores foram comparados
entre os obtidos das laminas de pulmdes de ratosamcom os pulmdes de ratos tratados
com elastase porcina. A contagem foi realizadadwis observadores cegados para os
diferentes grupos. O resultado final representaédianda contagem dos dois diferentes

observadores.

5.5. Andlise da Vascularizacédo do Enxerto

Para a analise da vascularizacao, foram realizamttess do enxerto de gordura livre
autologa e submetidos a coloracéo por H&E. Doigaslores cegados para os diferentes
grupos analisaram 10 campos de 400 x, escolhidemtoslamente. O total de vasos
observados resultou em uma média para cada arsaglomerados de capilares foram

considerados como vaso Unico.

5.6. Analise Imuno-histoquimica do Enxerto de Gordra Livre

As laminas preparadas para andlise imuno-histogaimi como previamente
mencionado — foram obtidas de 06 ratos com pulmodasais e de 06 ratos com enfisema
pulmonar experimental em cada subgrupo em perideadbservacédo de 7, 14, 21, 30, 60
dias. Essas laminas foram lavadas, individualmerte trés vezes, por cinco minutos, e
incubadas em peroxido de hidrogénio a 3,0% durbEbteinutos. Ao serem removidas da
solucdo de peroxido de hidrogénio, novamente fdeaadas com agua por cinco minutos,
e por um tampao de lavagem por outros cinco minutos

Para a analise, as laminas foram submetidas a almgée de bloqueio (10Ql)
durante uma hora na temperatura ambiente do ladara® anticorpo primério foi diluido

e incubado durante a noite a 4°C. A seguir, foraatizadas trés lavagens individuais, por
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trés vezes, durante cinco minutos, com tampaowvag¢an adicional de 100ul do anticorpo
secundario diluido, seguidas por mais trés lavagedisiduais por cinco minutos. As
laminas foram montadas com solucéo de glicerinastap por laminulas e refrigeradas no
escuro. Para avaliacdo imuno-histoquimica, os esp&cforam marcados utilizando-se
anticorpos monoclonais para Fator VIII de Von Witiend (Santa Cruz Biotechnoldgy
Santa Cruz, CA), Fator de Crescimento Vascular tatidb — VEGF (Santa Cruz
Biotechnology Santa Cruz, CA) e Caspase 3 (Cell Signaling Tdolgy®, Beverly, MA).

A andlise da expressao dos marcadores seleciof@deslizada através da utilizacdo do
software Adobe Photoshop CS3 Extended 10.0 (Adgte®s Inc, San Jose, CA, USA),
0 qual permite a contagem dpisels da coloracédo de interesse presentes na imagem. Foi
utilizado um controle positivo para cada analisen captura de 10 campos, fornecendo

um valor médio para cada lamina.

5.7. Analise Estatistica

Os dados foram armazenados em planilha eletrorfieecel’, Microsoft
Corporation, EUA) e a andlise estatistica foi efdau com a utilizacdo do pacote
StatGraphics Plus 2.1 (Statistical Graphics CotpmaJSA). As variaveis trabalhadas
foram todas numéricas, discretas ou continuasara, gs comparacoes, foram utilizados
testes paramétricos com médias — em especial TesteStudent e Analise de variancia

(ANOVA). Adotou-se o nivel de significancia de 5,@pe< 0,05).

5.8. Etica em Pesquisa

O trabalho foi aprovado pelo comité de Etica eyBiss. do Hospital das Clinicas de

Porto Alegre-RS (protocolo®n08-247), em obediéncia as normas do “Guide fog ead
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use of laboratory animals” (National Institutes Health - NIH Publication NO. 86-23,

revised 1985).

6. RESULTADOS

6.1. Mortalidade na Série Experimental
A mortalidade foi de 3 animais para cada grupoyrat@ durante o ato operatério
(n=3). No periodo ap0s a cirurgia ndo foram coadtd mortes nos animais submetidos ao

experimento, em nenhum dos dois grupos.

6.2. Integracao Tecidual do Enxerto de Gordura Live

Ocorreu integracdo tecidual do enxerto de gortiura autéloga obtida do epiplon
e inserida nos pulmbdes em todos os animais do iexpeto, e em todos os diferentes

tempos de observagéo — 7, 14, 21, 30 e 60 diasré-).
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Figura 5. A: espécime fixado em formol, com enxeeayordura em parénquima pulmonar
(seta); B: corte H&E com vista lateral do pulmaenserto de gordura livre (seta) (100x);
C: Corte transversal do enxerto de gordura livredabdo epiplon, onde se observam os
limites do enxerto e sua integracdo ao tecido poémdlaminas obtidas 7 dias apds o
implante) (400x).

6.3. Contagem do Numero de Septos Interalveolares

Observou-se uma reducédo significativa do numercseajeos interalveolares no
grupo de animais portadores de enfisema induzid® administracdo intrapulmonar de
elastase pancreatica porcina. Os indices forandaxbtitravés da contagem dos septos em
laminas coradas pela H&E sob eixos cartesianos emirfiais por grupo (Figura 6). No

grupo enfisema, o nimero de septos foi signifieatignte menor (p< 0,001) (Figura 7).
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Figura 6. Imagem representativa da morfometriaizadd para contagem de septos
interalveolares em pulméao normal (A), pulm&o confisema experimental (B).

Coloracédo H&E.

——

Sem enfisema Enfisema

Figura 7. Contagem de septos em pulmao normal @wmao com enfisema. (n= 9
animais por grupo) (*P < 0,001)

6.4. Vascularizacdo e Perfusdo do Enxerto de Gordarlivre Autologa

6.4.1. Contagem do numero de vasos no enxerto dedyoa livre
N&o houve diferenga significativa na contagem aos no interior do enxerto de

gordura livre autéloga entre aos 7 e aos 60 diasngwante do enxerto. A analise
vascularizacdo do enxerto de gordura foi efetuagla pontagem média do numero de

vasos encontrados no enxerto. Aos 7 dias da eaxehliservou-se 9,25 + 4.5 vasos nos
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pulmdes normais, e 6,17 + 2.52 vasos nos pulm@®esenfisema. Aos 14 dias da enxertia
esse numero foi de 9,75 + 2.99 vasos para os cataspulmdes normais e de 8,25 + 3.72
vasos para aqueles portadores de enfisema. Aogaglfaram de 14,08+ 2.84 vasos em
pulmbes normais, e 8,33 = 3.23 vasos nos com emlis@os trinta dias, as contagens
foram de 11,25 +2.53 vasos para os pulmdes normails, 8,50 + 3.18 vasos para 0s com
enfisema. Completados 60 dias da enxertia 0 nudeer@sos para os pulmdes normais foi
de 8,42 £2.84, e de 5,83 £ 2.69 vasos para os @dmd@m enfisema.
6.4.2. Perfusdo com Tinta da China

Foi observada a presenca de vasos corados pedadE China nos enxertos de
gordura livre de todos os animais estudados nesedifes periodos de observacdo em

ambos os grupos (Figura 8).

7 dias A dlas
\
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30 dias " 60 dias
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Figura 8. Amostras representativas em H&E de pebrde ratos com enfisema,
demonstrando a presenca de vasos corados com dant@hina (setas) em
enxertos de gordura livre em diferentes periodasbdervacao (200X).
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6.5. Andlises Imuno-histoquimicas no Enxerto de Gdura Livre

6.5.1. Analise Imuno-histoquimica para Fator VIl

A analise imuno-histoquimica com fator VIII parmavaliacdo de neo-
vascularizacdo mostrou os seguintes achados: a@$8@lias, a densidade vascular no
enxerto de gordura implantado em pulmdes com enéisoi maior (70,09%,71 e
68,7945,3 vasos), em comparacdo com a encontrada nosdpgrianteriores nos
subgrupos do enfisema. A densidade Vascular tanidiémaior para os subgrupos dos
30 e 60 dias com pulmdes normais (343,3+e 34,27%,49 vasos), respectivamente
(Tabela | e Figuras 9,10).

Tabela | — Expressao do Fator VIII por analisanmhistoquimica.

Tempo Normal Enfisema p

7 dias 34,52+7,45 33,48+6,41 ns
14 dias 37,39+8,31 34,12+5,03 ns
21 dias 36,62+6,39 34,27+5,49 ns
30 dias 32,74+6,16 70,09+5,71 < 0,001
60 dias 33,67+5,46 68,79+5,3 < 0,001

Numero depixels corados para Fator VIII em ratos normais e ratm® @nfisema nos
diferentes tempos de avaliagdo. (ns = nao siguiviao).
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Figura 9. Analise da densidade vascular atravgsodzentagem dpixels corados
pela imuno-histoquimica para o fator VIIl. No eikorizontal, os grupos com e
sem enfisema em seus diferentes periodos de &@liap eixo vertical, a
positividade para fator VIII. (*p<0,0001)
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Figura 10. Andlise Imuno-histoquimica para Fatdi Yios pulmdes com enfisema e
enxerto de gordura livre. A — Controle Positivo—EEnfisema 7 dias; C — Enfisema 14
dias; D — Enfisema 21 dias; E — Enfisema 30 dias;Hafisema 60 dias. As setas indicam
células positivas para Fator VIII nos diferentedquos de observacéo.

6.5.2.Imuno-histoquimica para VEGF

A avaliacdo do fator de crescimento do endotélscukar (VEGF), por método

imuno-histoquimico, confirmou a presenca dester fam enxerto de gordura livre

autologa estudado, com aumento significativo daresgdio do mesmo em todos os
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tempos estudados nos pulmdes enfisematosos quamg@a@dos aos pulmdes normais

(p<0,001). Em 30 e 60 dias houve uma diminuicaoitigtiva da expressao de VEGF

guando comparado aos periodos inciais (p<0,00be{@dl e Figuras 11,12).

Tabela Il. Analise da expressao do VEGF por imuisteljuimica.

Tempo

Normal

Enfisema p
7 dias 12,59+0,38 38,34+1,46 <0,001
14 dias 11,99+0,58 39,58+1,44 <0,001
21 dias 12,95+1,40 36,61+0,33 <0,001
30 dias 12,79+0,02 33,61+0,33 <0,001
60 dias 12,11+0,43 26,00+1,66 <0,001

Média depixels corados para fator VIl em ratos com e sem enfisews diferentes

periodos de avaliacéo.

Expressao em pixels corados (%)

80 1
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60 1
50 1
40 1
30 1
20 1
10 1

O Controle

O Enfisema

14

30

Tempo (dias)
Figura 11. Analise da porcentagem m&els corados pela imuno-histoquimica para

60

VEGF. No eixo horizontal, os grupos com e sem enfs em seus diferentes periodos

de avaliacdo; no eixo vertical a positividade peEGF). Aumento significativo da

expressdo de VEGF em todos os periodos de obsergagérelacdo ao grupo controle

(p<0,001). Em 30 e 60 dias houve diminui¢éo sigatfva da expresséo de VEGF no

grupo enfisematoso com relacao aos periodos igi€¢ip<0,001).
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313 ¥. %
Figura 12: Analise imuno-histoquimica do Fator des€Cimento Vascular Endotelial (VEGF)
nos pulmdes submetidos ao enfisema com o enxergmmieira. A — Controle Positivo; B —
Enfisema 7 dias; C — Enfisema 14 dias; D — Enfis@halias; E — Enfisema 30 dias; F —
Enfisema 60 dias. As setas indicam células positpaaa VEGF nos diferentes periodos de
observacgéo.

Le R

6.5.3. Imuno-histoquimica para apoptose (caspase 3)
N&o foram observadas alteracfes na expressao gksea3 em todos 0s tempos
avaliados no grupo de pulméo normal, e em 7 edgmbh grupo enfisema. No entanto,

houve um aumento significativo na expressao destian@ apos os periodos de 30 e 60
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dias em pulmdes com enfisema quando comparadosias tos tempos do grupo
controle (p<0,001) (Tabela Il e Figuras 13,14)eXpresssao de caspase-3 no grupo
enfisema encontrava-se, em 21 dias, significativdaenaumentada em relacdo a 7, 14,

21 e 30 dias do grupo controle (p<0,05).

Tabela lll. Média deixels corados para caspase-3 em ratos com e sem enfisema
nos diferentes periodos de avaliacao.

Tempo Normal Enfisema p

7 dias 12,66+2,31 16,69+2,89 ns
14 dias 13,08+1,64 15,39+3,39 ns
21 dias 12,98+2,32 18,91+5,75 ns
30 dias 12,52+1,98 34,13+2,71 <0,001
60 dias 13,84+2,54 37,61+3,16 <0,001

(ns = nédo significativo).
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Figura 13. Andlise da porcentagem pigels corados pela imuno-histoquimica para
caspase-3. No eixo horizontal, os grupos com e sefisema em seus diferentes
periodos de avaliacdo; no eixo vertical, a posidide para a caspase-3. Aumento
significativo na expressao de caspase-3 nos suigag 30 e 60 dias em pulmdes com
enfisema quando comparados a todos os tempos ¢ grontrole (*p<0,001).
Aumento significativo da expressao da caspase-2Erdias no grupo enfisema em
relacdo a 7, 14, 21 e 30 dias do grupo controle(785).
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Figura 14: Analise Imuno-histoquimica da Caspases3pulmdes submetidos ao enfisema
com o enxerto de gordura. A — Controle Positive: Bnfisema 7 dias; C — Enfisema 14

dias; D — Enfisema 21 dias; E — Enfisema 30 dias;Hafisema 60 dias. As setas indicam
células positivas para caspase-3 nos diferentésdosrde observacao
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7. DISCUSSAO

Este estudo demonstra, pela primeira vez natliteraa ocorréncia da integracéo e
a viabilidade do enxerto de gordura livre autélogaparénquima pulmonar transcorridos
60 dias de seu implante em ratos com pulmao nceneah ratos com enfisema pulmonar
induzido experimentalmente por instilagdo de etzstaancreatica porcina. Além disso o
uso de gordura livre autdloga conseguiu impedisa@ape de ar tanto de pulmdes normais
como nos enfisematosos neste modelo de perfuragdopar.

O modelo de enfisema simula o desafio que defnoogana pratica clinica ao
controlar o escape de ar em pacientes portadoremnfikema submetidos a ressecc¢ao
pulmonar. A procura por um material aerostaticoreaseccoes pulmonares tem motivado
0 interesse dos cirurgides toracicos. Apesar da@n@s tecnoldégicos em materiais
aeroéstaticos, o selante ideal ainda esta paraefiard (Pinto Filho DR, 2003). A gordura
autdloga tem merecido estudos recentes pela subddde de aplicacdo e maior
aceitabilidade do ponto de vista de compatibilida€eidual, além de constituir um
excelente modulador experimental para tratamen&nfieema pulmonar (Shigemura N et
al., 2006; Warburton, D. et al., 2008)

A utilizac&o clinica de enxerto de gordura liaetdloga tem sido relatada em
neurocirurgia para tratamento de fistula liqué¢lcandeiro JA et al., 2004) e, também, em
cirurgia da cabeca e pescoco para tratamento @digmarde prega vocal (Zaretsky LS et
al., 1995). Estudos utilizando esta estratégia sto descritos em cirurgia plastica
reconstrutora com transplante de células de teediposo para preenchimento de
deformidades superficiais com finalidades estétmasté mesmo funcionais (Tran TT &

Kahn CR, 2010). O principal problema com tal téargonsiste na gradual diminuicdo nas
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dimensdes do enxerto com o passar do tempo. Esgeepsiva reducdo € provavelmente
uma consequéncia da necrose e da apoptose dasa@iposas (lyama K ET AL., 1979).

Nishimura e colaboradores tentaram explicar esténfieno utilizando enxerto de
gordura livre no dorso de ratos adultos. Estesrasiteerificaram que durante os primeiros
quatro dias a viabilidade do enxerto foi mantidar psmose. Posteriormente, a
angiogénese iniciou a partir da liberacdo do fatercrescimento endotelial vascular,
desencadeado por estimulo de hipoxia. Esta casdataeventos resultou na
revascularizacédo do enxerto. Os mesmos autoresm@&ra@m que, apos trinta dias, houve
uma reducédo no estimulo do VEGF, levando a umacé&dde tamanho no enxerto por
mecanismos mediados por apoptose (Nishimura T,&G40).

Em nosso estudo, a neovascularizacdo do enxergomira livre autdloga foi
observada aos 7 dias, apds a injecdo da gordupandaquima pulmonar, promovendo a
preservacao tecidual e a manutencdo da viabilidadenxerto. Utilizando analise imuno-
histoquimica pela caspase 3, ndés observamos unregedp aumento na atividade
apoptética no grupo de enfisema iniciado aos 2&.dUma vez que este modelo de
enfisema pulmonar causa destruicdo progressiva@uss alveolares, a elastase porcina
poderia, de alguma forma, também interferir no batamo ou viabilidade da gordura,
levando a um aumento da apoptose, o que podeukiareem uma reducdo no tamanho do
enxerto. Somando-se a isto, a hipoxia associadaohme estado nutricional das células
adiposas enxertadas nos pulmdes com enfisema @odedr responsaveis pelo aumento
da expressao apoptoética nestas células em peridissprolongados, uma vez que tais
condicOes associadas poderiam desencadear ap(ytosa K et al., 1979).

Observamos que a expressdo de VEGF no enxerto odéurg livre foi
constantemente mais elevada em pulmdes enfisersagiosmdo comparada aos pulmoes

normais em todos os periodos da observacdo. Natentaouve uma diminuicdo
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progressiva e significativa da expressao de VEGFemcerto iniciada aos trinta dias.
Curiosamente, esse achado contrasta com o aumettoay) da expressédo do Fator VI
neste mesmo periodo. (Figura 15) Estas observapt@savelmente, representam uma
diminuicdo do estimulo angiogénico representada petnor expressao de VEGF em
troca a um aumento da densidade vascular caraxdarigela significativa elevacdo na
expressdo do Fator VIIl. A constante elevacdo daremsdo do VEGF no enxerto de
gordura no grupo enfisema pode ser o resultado abelicbes teciduais locais,
representado por um aumento da demanda de oxigérgoge favoreceria a sintese de
fatores de crescimento e, consequentemente, unr e&tilmulo para neo-vascularizacéo

(Nishimura T et al., 2000).
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Figura 15: Analise gréfica dos marcadores imuntbismicos nos diferentes tempos de
observacédo no grupo enfisema pulmonar.
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Yoshimura e colaboradores utilizaram enxerto dedgar pericardica pediculada
como uma alternativa barata e eficaz para contesleaipe de ar em ressecc¢des pulmonares
parciais (Yoshimura M et al., 2002). Matsumoto dalboradores mostraram que a
utilizacdo de enxerto de gordura livre obtida dogaedio foi efetiva na prevencao de
escape de ar em pulmdes de quatro cdes que folamesdos a uma laceracdo pulmonar
de 2 cm. Isto permitiu a remocédo do dreno pleuradiatamente apds o fechamento da
parede toracica, sem que constatassem escapeodeoatras complicacdes pleurais nos
animais estudados. Passados trinta dias da impéamtama anéalise macroscépica mostrou
gue o enxerto de gordura livre permanecia acopdasiaperficie do pulméo (Matsumoto |
et al., 2005). Na sequéncia, os autores realizananestudo clinico - em 23 pacientes,
utilizando essa técnica em ressecc¢des pulmonaresgoplasia -, no qual verificaram
nitida reducédo nos indices de escape de ar noopraragorio, com uma significativa
reducdo na permanéncia dos drenos pleurais. Corrermpo maior de observacdo que o
apresentado por Matsumoto, mostramos que em 60 aliasxerto de gordura livre
permanecia acoplado ao parénquima pulmonar, eraimée identificado e
neovascularizado aos 7 dias.

Tem sido mostrado que o tecido adiposo contém popalacéo de células tronco
mesenquimais adultas com propriedades regeneraflas propriedades seriam uma
alternativa para a liberacdo de células estromaig/atlas do tecido adiposo para o0s
tecidos pulmonares lesados (Matsumoto | et al. 520Bstudos experimentais prévios
mostraram que essas ceélulas, quando infundidagvémosamente ou preparadas em
laminas de acido poliglicolico e aderidas em pulsnéefisematosos de ratos submetidos a
cirurgias de reducado de volume pulmonar, tinhamakilidade de estimular a regeneracéo
pulmonar através da sintese de fatores de cresumespecialmente do Fator de

Crescimento de Hepatécitos (FCH) (Shigemura N et 2006). Além disso, 0s
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encorajadores resultados histolégicos e molecylarestrando melhora na troca de gases
e na capacidade de exercicio, sugerem que essdascpbssam ter algum papel no
tratamento do enfisema. Embora ndo tenhamos estudad potenciais aplicacdes
regenerativas do enxerto de gordura livre no panéma pulmonar, sua utilizacdo poderia
ter beneficio regenerativo em pulmdes com enfisgiaburton, D. et al., 2008).

Nosso estudo certamente tem limitacdes. As lepdgaonares provocadas néo
representam, de fato, o que se observa em situatjdess. Todavia, a demonstracdo da
viabilidade dos enxertos de gordura livre e selssipeis mecanismos e beneficios pode
abrir caminho para testes em animais maiores, ammeara estudos clinicos. Nosso
estudo mostrou em modelo de animais de pequene goet 0 uso de enxertos de gordura
peritoneal livre é efetivo no controle do escapadpulmonar; trouxe, ainda, importantes
informacdes sobre a eficacia do uso de enxertood#ugn livre autdloga em pulmdes de

ratos normais e com enfisema, que podem ser immest@ara estudos futuros.
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8. CONCLUSOES

- Foi possivel desenvolver um método cirlrgico deostasia pulmonar transoperatéria
utilizando enxerto de gordura livre autdloga dqkpi.

- Mostrou-se que a instilacdo intra-traqueal destat®e porcina em ratos acabava
desencadeando enfisema pulmonar ou alteracbeslaabk®esemelhantes as do enfisema
observado em humanos;

- O enxerto de gordura livre autéloga do epiplorstnon-se exequivel e eficaz como
método de aerostasia pulmonar, pdés-trauma penetraetiférico transoperatorio,
igualmente em ratos normais e com enfisema induzido

- Houve integracdo dos enxertos de gordura lividlaga peritoneal no parénquima

pulmonar, mostrando-se viaveis e neovascularizanogdos os periodos de observacgao.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A proposta de se produzir um modelo de aerostagragmar a partir de gordura
livre autéloga contou com o embasamento clinicolservacdes bem-sucedidas, por mais
de dez anos, na cirurgia toracica e nos transplastde pulmdo. Houve a necessidade de
se reproduzir em modelo animal a viabilidadadted, até mesmo para ampliar o
espectro de conhecimentos numa area pouco conldecakrostasia pulmonar.

Os bem-sucedidos enxertos de gordura livre auadpdicados em estudos clinicos
sdo bem conhecidos em outras areas da cirurgiamOrtda necrose e possivel infecgdo
foram afastados por estas observactes clinicasienimados, quem sabe, pelo reduzido
tamanho do enxerto empregado nestes estudos. O pagsinte foi dado pela cirurgia
plastica, em que o tamanho do enxerto superauautias especialidades, permitindo que
enxertos maiores fossem empregados em cirurgiicaseereconstrutiva. Inicialmente, o
tamanho do enxerto superou as expectativas. A gdolapoptotica, no entanto, reduziu
seu tamanho, comprometendo o resultado estétidormional para que fora enxertado.
No ambito da cirurgia pulmonar, o enxerto de gadyrediculado j&4 € usado
rotineiramente com resultados muito seguros. Ocpéalicom o suprimento vascular
garante uma viabilidade sustentavel. Uma grandeuttibde esta no comprimento do
pediculo vascular da gordura da regido pericardi@a,podendo ser estendido ao pulméo
como um todo.

O trabalho experimental e a observacdo em estlithica; realizados por
Matsumoto e colaboradores, em 2005, mostraram guedara livre da regido pericardica
pode ser utilizada em pulmdes de cdes e humanostravebm, em uma observacao de
trinta dias, que o enxerto é eficaz para contrale edcape de ar dos pulmdes no

transoperatorio e que estava integrado ao paréagoutmonar no final dos trinta dias. A
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guestao seguinte estava na constatacao de vialalidaidual do enxerto de gordura livre.
Nosso estudo foi direcionado neste sentido e nareésdo por um periodo de sessenta
dias, o dobro do estudo inicial com enxerto de g@divre autéloga. Surpreendentemente,
h&a vascularizacdo em todos os periodos observddss/ aos 60 dias, como mostram 0s
testes de perfusdo com Tinta da China. A atividageptética é bem conhecida e se
mostrou significativa aos trinta dias da enxert&a gbrdura livre. Esta atividade € até
desejavel na cirurgia pulmonar, em que predomimicedfisema e cancer de pulmao,
primario ou nao, necessitam de acompanhamento ldgio apdés as resseccdes
pulmonares. Assim, com a diminuicdo do tamanho dwxemo, um simples
acompanhamento com raio-x de tdérax, por exemplo resseccdes metastaticas,
conseguiriamos diferenciar o que € doenca expdnsigmstatica da gordura livre que
passa a ter reducdo de tamanho quando comparadaagens radioldgicas. O temor de
necrose no enxerto de gordura livre e as suas go@seias podem ser afastados pela
presenca de perfusdo no enxerto j& em periodosriesis, além de servir aos propositos
aerostaticos a que € proposto. Além da expectdéveoibir o escape de ar dos pulmdes
apos as resseccdes pulmonares parciais, é surpneemie a gordura livre assim alocada
possa ter outra atividade benéfica para os pulmépsesentada pelas células estromais,
com capacidade regenerativa pulmonar justamentsengsipo de pacientes onde o
enfisema predomina.

Inicialmente pensamos no enxerto de gordura tera finalidade aerostética e ele
se mostrou exequivel, eficaz e viavel. Foi alémsalispermitindo um leque de
possibilidades para estudos futuros, como por ekemp definicdo do tamanho do
enxerto, na técnica cirdrgica como agente aerostatu como uma possibilidade de

agente restaurador de pulmdes acometidos por erdise
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Abstract:

Background: Persistent pulmonary air leak is thestmfoequent complication after lung
resection resulting in an increase in postoperatieebidity and mortality. We evaluated the
viability, integration and efficacy of free periteal fat graft as a method for controlling air
leak in both normal and emphysematous rat lungshddis: Sixty Wistar rats were divided
into two groups: elastase produced emphysema (rex3®)normal lungs (n=30). Pulmonary
air leak was produced by direct puncture of thatrigwer lobe and aerostasis was attempted
by means of intra pulmonary injection of autologdree peritoneal fat graft. Rats in each
group (n=6) were randomly assigned into subgrouasveere sacrificed at 7, 14, 21, 30 and
60 days. At sacrifice, lungs were removed for hegjg, morphometry, vessel identification
and counting, imunohistochemistry for Caspase 3GFEnd Factor VIIl. Results: Tissue
integration of the free fat grafts was found inalimals in both groups. Vessels stained with
India ink inside the fat grafts were present apaliiods in both groups. VEGF expression was
significantly higher in all periods in the emphysergroup compared to normal lungs
(p<0.001). There was a significant increase in @assB8 expression in the emphysema group
at 30 and 60 days (p<0.001). Factor VIII showe@yaiicant increase (p<0.001) at 30 and 60
days in emphysematous lungs. Conclusion: The udesefperitoneal fat graft was able to
control the air leaks in normal and emphysematatifings with persisting graft viability for

up to 60 days after implantation.



57

Introduction

Persistent pulmonary air leak (PAL) can be definsedany air leak lasting longer than seven
days (1, 3, 4) and it is the most frequent compbeeafter lung resection. Its impact results in
an increase in postoperative morbidity and moytdlit, 2). Its presence may also lead to
empyema, pulmonary infection and eventually adedpiratory distress syndrome (ARDS).
All these complications will result in prolonged dpitalization and will increase medical

costs (5)

A variety of preoperative conditions are associatéti the presence of post-operative PAL.
Although the most prevalent is the presence of mhrebstructive pulmonary disease
(COPD)(6), other conditions such as diabetes, ulgiectomies and incomplete fissures are
also related to the presence of postoperative HRdcent advances in surgical techniques,
instrumentation and in postoperative care havewalb patients with moderate to severe

emphysema to be considered as surgical candidatesfy resection (6).

In order to minimize the risk of PAL after resectidhe aerostasis must be meticulous and
efforts must focus on careful intraoperative hamgllof the lung parenchyma during resection,
particularly in COPD patients (7). In this regaskveral techniques such as the use of
mechanical sutures, biological glue, bovine pedian, injection of autologous blood and
aerostatic mechanical pulmonary suture have beed (4, 8, 9). The association of
pericardial fat pad with biological adhesives his® deen described as an effective method

for decreasing the duration of PAL post-operativ@R).

We have used free fat grafts successfully in seteaistances where intraoperative air leak
was difficult to control with the usual measuresd dhe extent of the fat pad was not long
enough to allow building a pedicled graft. Surprigy it worked and, upon reoperating some
of these patients for other causes, we have foungkeellent integration of the free fat graft

into the pulmonary parenchyma and the leaks haaledeompletely (figure 1).

Based on this serendipitous clinical observatioawent back to the laboratory and designed
an animal model of standardized pulmonary injurshvdir leak to put to test the efficacy,
tissue integration and viability of the free pengal fat graft for aerostasis in both normal and

emphysematous rat lungs.
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Material and Methods

Experimental model

A pilot study included seven Wistar rats weight2i)-300g anesthetized with intraperitoneal
ketamine (50mg/Kg) and Xylene (5mg/Kg), submittedototracheal intubation (#14 gauge
Abbocath”, Abbott Laboratories, Columbia, Maryland, USA).eThnimals were ventilated
with room air with a volume-cycled ventilator (tideolume 10mL/Kg, respiratory rate 85
breaths/minute, PEEP 2cry®t Harvard Rodent Ventilator model 683, South NatidA).
Animals were then submitted to a small laparotoamrythe extraction of a fragment of the
omentum (Figure 2A). The incision was closed witbhnofilament nonabsorbable suture. The
animals were then placed in left lateral decub#nd a right posterolateral thoracotomy was
performed on the fifth intercostal space. The pularg ligament was released bluntly
resulting in a wide exposure of the base of thétrigwer lobe in which a 5mm deep
perforating wound was produced with a #14GA needllee presence of the air leak was
confirmed by increasing the PEEP to 5 ci@HFigure 2B). The free fat graft was suctioned
into the #14GA catheter attached to a 1ml syringedl injected into the pulmonary
perforation previously created until a completeitebdtion of the pulmonary wound was
obtained (Figure 2C). The volume used of the frelagous fat graft was approximately
0.1ml in each animal. Once the aerostatic effethefiree fat patch in the perforated area was
verified by expanding the lung with a 5catH PEEP, the chest was closed. Postoperative
analgesia was performed using buprenorfine (0.0&gnmtramuscularly) and 0.5mL 1%
lidocaine was administered subcutaneously arouadrtision site. All animals were given
cefazolin preoperatively (15mg/kg intramuscularlyne animals were sacrificed at different
time points as described below. All animals recgicare according to the “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals” (National IhgBs of Health Publication 85-23,
revised, 1996).

Study Groups

Animals were divided into two groups (emphysema @minal; n = 30 each). Animals in the
emphysema group received an intra-tracheal do$6Wfof porcine pancreatic elastase
(Sigma-Aldrich) diluted in 1ml of saline, where&® tcontrol animals received the same

volume of saline solution.
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Animals from both groups were observed for 30 cousee days. After the procedure,
animals in both groups were randomly divided int@ fsubgroups (n= 6 each) according to
the time of sacrifice (7, 14, 21, 30 and 60 dagspectively). At the end of the observation
period, animals were anesthetized, intubated archamecally ventilated in the same fashion
as described previously. A median sternotomy wafopaed and the right lung containing
the free fat grafts were examined macroscopicale pulmonary artery (PA) was cannulated
through the right ventricle, the aorta was clamaed the left atrium opened. At this time the
lungs were perfused with 20ml of saline at a 25 gidressure obtained by elevation of the
perfusion solution. In order to verify the permdiapiof blood vessels in the graft, three
animals in each subgroup received an additionalafridia ink through the PA at the same
infusion pressure. The heart-lung block was extdicfixed in 10% formalin for 24 hours,
embedded in paraffin and slicedirfh in a microtome (Leitz® 1512, Ernst Leitz, Vienna
Austria). Slides were prepared with with hemataxyAnd eosin stainning (H&E) for
histology and morphometry analysis.

Morphometry

In order to quantify pulmonary emphysema we rangos#lected two animals of each
subgroup (n=12) from both groups. The morphometnialysis was performed using twenty-
five random pictures taken in 100x high power fieltiese pictures were adjusted to an axis
of cartesian coordinates (x,y) to count the seppienced by cartesian axes. This method
helps establishing the average values in whichrahteolar septa intersects a series of grid

lines.

Vessels counting

For confirming de presence of vessels in the feé@fafts, sections were performed from the
slides stained with H&E. Two blinded observers gpadl 10 fields randomly in the 6 animals
of each subgroup (400X). The total number of codimessels was represented as an average

of each subgroup. Clusters of capillaries were temdias only one vessel.

Immunohistochemistry

Each lung section was deparaffinized with xylend eehydrated with graded alcohols. The
sections were retrieved in a microwave oven (30Gt§)/an citrate buffer (pH 6.0) for 10
minutes at 100°C and then incubated in absolutéanel containing 3% hydrogen peroxide

for 10 minutes at room temperature. The section® wequentially pre-incubated with 10%
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normal rabbit serum for 10 min at room temperaand were then incubated with antibody
for VEGF, Factor VIII (Santa Cruz BiotechnoldgBanta Cruz, CA) and Caspase 3 (Cell
Signaling Technolody; Beverly, MA). After 120 min at room temperatutieey were treated
with EnVision reagent for 30 min. After incubatidhey were washed three times with PBS,
and 3,39-diaminobenzidine was employed as a chremoghe nuclei were lightly
counterstained with hematoxylin solution. The pmynantibodies were replaced with PBS

containing 0.1% bovine serum albumin as a negatwirol.

Immunohistochemical Scoring

Semi-quantitative analysis was carried out usindlikon Labophot optical microscope
(Tokyo, Japan). Percentage of expression in staipikls was determined by
histomorphometric analysis using a digital camemanected to an image capture board of a
computer running the Adobe Photoshop CS3 Exten@ed doftware (Adobe Systems Inc,
San Jose, CA, USA). From each slide, 10 images eagtured from randomly selected high
power fields. Every image exhibited on the monitas adjusted to the same threshold level,
and the area of the structures was measured itspike total amount of pixels per image
remained constant in all fields. The percentagexpiression in stained pixels in each image
was then calculated using the ratio of the stapirels area to the total amount of pixels per
image. The stained pixels were selected usingdfieeare and were calibrated with a positive

control. A blinded pathologist to study groups peried the histological examination.

Statistical analysis

The data was stored in a personal computer usingfEworksheet. The statistical analysis
was performed using StatGraphics Plus 2.1 (Stedistcraphics Corporation-USA), using
Student T test and analysis of variance (ANOVA)e Thsults are represented as mean and

standard deviation of the mean, and significand¢me@ as p<0.05.

Results

Overall mortality was 3 animals per group, andaaiturred during the surgical procedure.
After surgery all animals survived their observatiperiods. Tissue integration of the free
autologous fat grafts was observed in all animalsath groups at all times of sacrifice. There
was a significant reduction in the number of septthe emphysema group (p<0.001). All

animals from the different groups at all differ¢imhe periods showed vessels stained with
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India ink inside the fat graft (Figure 3). Thererev@o significant differences in the number of
vessels in the fat graft in both groups when compgar days [9.25 + 4.5 vessels (normal) -
6.17 £ 2.52 (emphysema)] and 60 days [8.42 +2.84sels (normal) - 5.83 = 2.69

(emphysema)] after implantation.

The evaluation of VEGF by immunohistochemistry, faomed its presence in the free fat
grafts at all time periods. VEGF expression wasificantly higher in all periods in the
emphysema group in comparison to normal lungshas in Figure 4A. At 30 and 60 days
in the emphysema group there was a significantedserin VEGF expression if compared to
the earlier time periods (p<0.001) (Figure 4A). fehevas a significant increase in caspase 3
expression in the emphysema group at 30 and 60 dayshown in Figure 4B (p<0.001).
Caspase 3 expression in the emphysema group aay&lvaas significantly higher than at
days 7, 14, 21 and 30 in the normal group (p<O(B¥®ure 4B). The immunohistochemical
analysis for factor VIl for the evaluation of nexscularization showed a significant increase
(p<0.001) in vascular density both at 30 and 60sdallowing free fat graft implantation in
emphysematous lungs in comparison to the otherrsupg and at all observation periods

from normal lungs (Figure 4C).

Discussion

This study showed the integration and viabilityfrefe fat grafts into the lung parenchyma as
far as 60 days after its implantation. The cliniopgk of autologous free fat graft has been
reported in neurosurgery for the treatment of lidfisiulae (11) and in head and neck surgery
for the treatment of vocal cord paralysis (12). fEhare several studies using this strategy in
reconstructive plastic surgery with transplantatbiat cells to fill cosmetic deformities. The
studies have unanimously shown that there is augtadecrease in size of the graft. The
progressive reduction in the graft size is probabbonsequence of necrosis and apoptosis of
the fat cells (13). Nishimura et al tried to expl#inis phenomenon using free fat graft on the
back of adult rats. Within the first four days ttpaft viability was maintained by osmosis,
whereas angiogenesis started following the relediseascular endothelial growth factor,
which was triggered by hypoxia (13). Such cascafleevents ultimately lead to graft
revascularization. The same authors demonstratestiaction in VEGF stimulus after 30

days, inducing a graft size reduction mediatedfdmpéotic mechanisms (13).
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In our study, there was vascularization of the tgaafearly as 7 days after injection, which
represents fat tissue preservation and viabilityeré was a progressive increase in apoptotic
activity in the emphysema group starting at 21 dayshown by the caspase 3 results. This
model of emphysema has a progressive destructioalvali (14), which therefore can
potentially compromise the graft cells, leadingfab cell death or fat graft size reduction.
Additionally, hypoxia and the poor nutritional stat of the grafted fat cells in the
emphysematous lungs could be responsible for aeased expression of apoptotic cells at

longer periods, since such conditions might caesetic signals to trigger apoptosis (13).

The percentage of VEGF expression of fat graftshan emphysema group was constantly
higher when compared to normal lungs at all timeoggs, however there was a significant
and progressive decrease starting at 30 days anelotih Interestingly, this finding contrasts
with the gradual increase of factor VIl expressairthis point. Such observations probably
reflect a switch of the angiogenic stimulus to acrease in vascular density characterized by
significant higher factor VIl expression. The ctargly higher VEGF expression in the fat
grafts in the emphysema group may represent atrekthis particular environment, since
such lungs have an increased oxygen demand favtrgynthesis of growth factors and

consequently more stimuli for neovascularizatids) (1

Yoshimura et al used pedicled pericardial fat gaafia cheap and efficient way to control air
leak in pulmonary resections (10). Matsumoto ethalwed that the use of free fat graft from
the pericardium was also effective in preventingleak in pulmonary resections in humans
(16). They have also employed this technique irsdétling a 2 centimeter defect in the lung
parenchyma. It allowed chest tube removal immelyiater closing of the chest wall in all

animals with no further complications or air leak$30 days after implantation, the fat grafts

remained attached on the lung surface (16).

In our study, even in observation periods as lamg@days, the fat grafts remained viable in
the pulmonary parenchyma and were easily indedtifichas been shown that adipose tissue
contains a population of adult mesenchymal stets eath regenerative properties (17). Such
properties of fat cells would be an alternatived&ivery of adipose tissue-derived stromal
cells to damaged lung tissues (18). It has beemvishtbat these cells have the ability to
stimulate lung regeneration through the synthekgrawth factors specially the Hepatocyte

Growth Factor (HGF). It occurs when cells are @iihéused intravenously or organized into
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polyglycolic acid felt sheets and further attachedat emphysematous lungs undergoing lung
volume reduction surgery (17, 18). Moreover, theoemaging histological and molecular
results demonstrated an improvement in blood gesagge and exercise capacity, suggesting
that these cells may have also play some role éntteatment of emphysema (17, 18).
Although, we have not studied the potential regatnex applications of the free fat graft in
pulmonary parenchyma, we hypothesize whether its oguld have had a potential

regenerative benefit in the emphysematous lungs.

Our study has limitations beginning with the staddaed lesion of the lung parenchyma that
is far fetched from the real clinical situation.\etheless, the demonstration of viability of
the free fat grafts and its possible mechanismsbanefits have paved the way to testing this

in a larger animal model in order to validate it.

This study demonstrated in a small animal modelastase induced pulmonary emphysema
that the use of a free peritoneal fat graft isaiie in controlling pulmonary air leaks. It also
provides important information about the efficaéyh®e use of free autologous fat graft into

normal and emphysematous rat lungs for future efudi
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Figure 1: A 61 year-old man submitted to lower Iddeectomy due to bronchial carcinoma.
(A) isolation of pericardial fat (black arrow); (Bjee pericardial fat sutured on lung bloody
surface (black arrow); (C) Chest CT showing ped@drfat in the lung parenchyma (white
arrow) 36 hours and (D) 3 months after surgery.
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Figure 2: (A) peritoneal fat (arrow) harvested tigb a small abdominal incision; (B) lung
after penetrating injury and air leak test (arramsing 5 cmHO PEEP; (C) injection of the
free fat graft (arrow); (D) fat graft at the badehe lung with no air leak.
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Figure 3: rat lungs with emphysema after diffetéme periods showing graft vessels
stained with India ink (arrows) (100x).
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Figure 4: Analysis of the percentage of pixelsrsdi by immunohistochemistry for
VEGF, caspase-3 and Factor VIII. A- VEGF expressieareased significantly after 30
and 60 days in the emphysema group (*p<0.001), kiew# is still higher than the
group with normal lungs. B - Caspase 3 expressioreased significantly after 30 and
60 days in comparison to normal lung group at éfiéxent periods (*p<0.001). At day

21 in emphysematous lungs there was an increasspas®&3 expression when
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compared to days 7, 14, 21 and 30 of normal lurgs<@.05). C- Factor VI
expression significantly increased at days 30 @hth@he emphysematous lungs when

compared to all time periods of normal lungs



