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ESTUDO DASALTERACOESULTRA-ESTRUTURAISEM PLEURA DE RATOSPOS

PLEURODESE PORTALCO

RAT PLEURAL ULTRA STRUCTURAL CHANGES AFTER TALC PLEURODESIS

TiagoJ. Refoscot; IsabelaDutral; Airton Schneider, TCBC-RS?

RESUMO: Objetivo: O talco é considerado um agente efetivo de pleurodese freqlientemente utilizado no tratamento de derrame
pleural maligno. Entretanto, questiona-se sua seguranca em relagdo a carcinogénese. O objetivo deste trabalho € descrever as
alterages ultra-estruturais encontradas nas pleuras de ratos submetidos a pleurodese com talco buscando esclarecer sua seguranca em
relacdo a carcinogénese. M étodo: Neste estudo randomizado foram utilizados seis ratos machos do tipo Wistar, pesando 250 g.
Através de uma toracotomia minima no quinto espago intercostal esquerdo foi colocado lavado de talco em concentragdes de 0,5mg
(n=2) e 0,1 mg (n=2) de talco por grama de peso. Dois ratos foram apenas anestesiados e foi instilado solugéo fisioldgica (NaCl 0,9%)
intrapleural para configurar o grupo controle. Os ratos foram mortos ap6s 45 dias. As alteragbes morfol 6gicas e morfométricas
ultra-estruturais foram analisadas através de microscopia eletrénica de transmissao. Resultados: A andlise ultra-estrutural das
pleuras submetidas a talcagem demonstrou desorganizagéo celular do tecido conjuntivo, evidenciando alteragdes nucleares,
mitocondriais e espessamento da camada submesotelial. O grupo controle manteve a arquitetura celular preservada. Conclusdes:
Este estudo revelou alteragdes da estrutura celular da pleura exposta ao talco quando comparado ao grupo controle. (Rev. Col. Bras.

Cir. 2004; 31(6): 345-348).
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INTRODUCAO

Otalcofoi descrito, pelaprimeiravez, como agente
efetivo de pleurodese por Bethune! em 1935, cujos estudos
foram posteriormente confirmados em model os animais por
inimeros pesquisadores?*. Essa substéancia vem-se mostran-
do claramente superior aoutras, como tetraciclinaebleomicina,
quanto a efetividade da pleurodese’.

Pleurodese por instilac&o de substancias na cavida-
depleural é o procedimento mais comumente utilizado como
tratamento de derrame pleura recidivante maligno, embora
possatambém ser usado em derrames benignos, pneumotorax
recorrente, quilotérax eempiema.

O uso do talco como agente promotor de pleurodese
nao €&, entretanto, livre de efeitos adversos. Kennedy et al® de-
monstraram que febre, dor de intensidade varidvel, empiema e
faénciarespiratdriapodem ocorrer, principal mente ao seutiliza:
rem doses altas de talco. Werebe et al ® demonstraram répida
absor¢do das particulas de talco pela pleura, sendo que cristais
dessa substanciaforam encontrados forada cavidade pleural 24
horas apds o experimento. Em estudo subseqliente os mesmos
autoresrelataram aabsorgdo s stémicae depdsitosdecristaisem
vérios 6rgéos de ratos submetidos a pleurodese com ta co.

Considerando aampla utilizag&o do talco como um
agente eficaz nainducgao de pleurodese, objetivamos, através
deste trabalho, descrever as alteracdes ultra-estruturais nas
pleuras afetadas pelo tal co.

N&o ha evidéncias de risco de malignidade com o
uso de talco. A presenca de alteracOes ultra-estruturais pre-
cursoras de neoplasia em pleura de ratos expostos ao talco

recomendaria que asindicacgtes datal cagem fossem exclusi-
vas para doengas malignas.

METODO

Foram utilizados seis ratos machos do tipo Wistar
pesando aproximadamente 250g. Osratosforam divididosem
dois grupos de dois animais cada, de acordo com a dose de
talco recebida.

Os animais foram tratados segundo normas do
“Guidefor Careand Useof Animals’ (NIH publication 85-23,
revised 1985) edeacordo comalei 6638 de 08 demaio de 1979,
além do Manual para técnicas de biotério, que regulamenta
cuidados minimos e dignos para animais de experimentacdo
tendo orientagdes preconizadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O projetofoi aprovado pelo
comitéde éticadaUFRGS.

A anestesiados animaisfoi feitacom Pentobarbital
Sédico na dose de 50 mg/kg via intraperitoneal
complementada com lidocaina 2% sem vasoconstrictor no
local dainciséo.

O procedimento foi realizado através de toracotomia
minimano quinto espago intercostal esquerdo e colocagéo de
lavado de talco por meio de uma sonda de aspiragéo fina
(Sondaplast-Mat.Medo.Mat.Haspi. * n° 8) com concentragbes
de 0,5 mg/g e 0,1 mg/g detalco por gramade peso. Doisratos
foram apenas anestesiados e foi instilado solucéo fisioldgica
(NaCl 0,9%) intrapleural paraconfigurar o grupo controle.

Foi utilizado talco livre de asbesto, esterilizado por
autoclave, sendo que umaamostra utilizada paratalcagem foi
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semeada em placas contendo agar para cultivo de bactérias
sendo que todas as doses foram diluidas em 2 ml de &gua
destilada.

ApGs o procedimento o pneumotdrax residua foi
aspirado pela mesma canula e a parede torécica fechada com
fio de nylon monofilamentar.

Osratos foram mortos por decapitacdo 45 dias apos
aredlizac80 dacirurgia,com exposi¢do dacavidade pleural para
retirada de fragmentos de pleura.

O estudo das alteracbes morfoldgicas e
morfométricas ultra-estruturais foi executado através de
microscopiael etrénicade transmissdo, utilizando o microsco-
pio detronico JEOL jem-1200 ex |1 daUniversidade Federal do
Rio Grandedo Sul.

O material dabidpsiafoi imediatamente colocado em
solugdo fixadoracom glutaral deido 25%, paraformal deido 2%,
tampéo fosfato 0,12 M. Asamostras dos seisratos foram sub-
divididas em cinco subamostras de cada.

Asamostrasforam entdo lavadas em tamp&o fosfato
0,1 M (trés banhos de 30 minutos), seguido pelo tetréxido de
Gsmio 2% com tamp&o 0,2M, paraumapdés-fixagdo de 30 minu-
tos.

A desidratagdo processa-se na série: acetona ou
etanol 30%, 50%, 70%, 95%(dois banhos) e 100%(dois ba-
nhos). Todas as passagens tém duracéo de 10 minutos, com
exce¢do das duas Ultimas que tem duracdo de mais 20 minu-
tos.

A pré-embebicdo dosmateriaiséfeitaem umamistu-
ra de epon 812 com acetona pura nas seguintes proporgoes:

a) Uma parte de epon + duas partes de acetona por
2 horas,

b) Uma parte de epon + uma parte de acetona por
24 horas,

¢) Duas partes de epon + uma parte de acetona por
2 horas;

* Todo o processo de pré-embebicdo é feita no
Rotator.

Mistura da Resina Epon:

Epon8l12 ......ccoviieieer e 25mi;
MNA Lo 17mi;
DDSA ... 08ml;
DMP-30....ccccviiiniiiiienieiiiens 32 gotas.

A embebicdo é feita com epon 812 puro durante 24
horas.

Para ainclusdo sdo usados moldes siliconados cha-
tos (Embedding molds Sigma) para que as amostras fossem
entdo orientadas.

A polimerizacdo é efetuadaem estufa 60°C constan-
tes por 72 horas.

Os cortes semifinosforam feitos no ultramicrétomo,
Leica Ultracut UCT, sendo utilizada navalha de vidro, com
uma espessura de 800 nm e corados com solugéo aquosa de
azul detoluidina 1%.

Os cortes ultrafinos foram confeccionados com uma
espessura de 70 nm no mesmo ultramicrétomo, com navalha
dediamante. Para o contraste dos cortes ultrafinos utilizou-se
solucdo aguosa de acetato de uranila 2% e, apds, citrato de
chumbo.
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Tabela 1 - Resumo do método de estudo

Grupol Grupo2 Controle
N° de Ratos 2 2 2
Pesoemg. 200-300 200-300  200-300
Dose de Talco 0,5mg/g 01mg/g N
Tempo deseguimento  45dias 45dias 45dias
Andlisepor mic. Elet. 2 2 2

Oscortesultrafinosforam colocados em telas de 200
mesh G200-Cu, e posteriormente analisados ho microscépio
Eletroni co detransmissdo do CME/UFRGS.

A Tabela 1 resume 0 método do estudo.

Paraavaliar os resultados, do ponto de vista estatis-
tico, utilizou-se o teste ndo-paramétrico qui-quadrado, consi-
derando p<0,05 como significanciaestatistica.

RESULTADOS

Napleuranormal observou-se 0o mesotélio formado
por um epitélio pavimentoso simples com umaunicacamada
de células, todas com suas membranas celulares intactas,
bem delimitadas e com alguns prolongamentos. A maior par-
te delas apresentou, intracitoplasmaticamente, granulos el é-
tron-densos configurando diversos vactiolos com densida-
de semelhante a proteina polissacaridica, além de umagran-
de quantidade de reticul o endoplasmético liso e mitocondrias
detamanho normal, com cristas e matriz bem visiveis.O nd-
cleo celular demonstrou heterocromatinabem delimitada, ten-
do uma proporc¢é&o adequadaem relagéo a eucromatina. Pro-
fundamente as cél ul as epiteliais evidenciou-se al&minabasal
do tecido epitelial com sua espessura e formatos preserva-
dos apoiados sobre fibras reticulares e colagenas, além de
inumeros fibroblastos. Em meio ao tecido col ageno também
encontrou-se vacuolos com granulos elétron-densos em
abundéancia

A Figural demonstraaintegridade dapleurasubme-
tidaainstilagdo de soro fisiol6gico. Na Figura 2 pode-se ob-
servar a presenca de granulos elétron-densos.
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Figural- Pleuranormal: rato submetido dinstilagéo desorofisio-
I6gico.
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Figura 2 - Pleura normal com grénulos elétron-densos.

Entretanto, nas pleuras dos ratos submetidos ao tal-
co, observou-se cdlulas com um intenso depdsito de cristais
semelhantes ao carbonato de calcio do talco depositado sobre
a superficie mesotelial. Diversas dessas particulas foram en-
contradas intracitoplasmaticamente cercadas por grénulos
lisossOmicos. As paredes cel ul ares dessas cél ulas demonstram-
semaisirregulares e suasligagtes com outras membranas celu-
lares ndo parecem maistéo justapostas. Os nucleos apresentam
umadesorgani zagdo com aumento daeucromatinaemrelacdo a
heterocromatina. Em todas asamostrasaléminabasal dotecido
mesotelia sedemonstrou maisdelgadae menosregular. O teci-
do conjuntivo abaixo apresentou umagrande proliferacdo com
aumento do nimero defibroblastos e certa desorganizacéo es-
trutural das fibras colagenas. Também nestas células pode-
mos identificar apresencade cristaisintracitoplasméticos sem
presenca de fagossomos, com proliferacdo de complexos de
Golgi eateractes como aumento do tamanho das mitocondrias
edteragdo de suamatriz. O tecido muscular daparedetorécica
adjacente a pleura parietal ndo demonstrou qualquer alteragéo
estrutural nas nossas amostras.

AsFiguras 3 e 4 demonstram as alteragles ultra-es-
truturais quanto amorfometriae morfol ogia dapleurasubme-
tida a exposi¢ao ao talco.

Figura 3 - AlteragBes encontradas na pleura dosratos submetidos a
talcagem na dose de 0,5 mg/g.

Embora o nimero de ratos sgja pequeno, com 0 mé-
todo do qui quadrado estas alteragdes mostraram-se estati sti-
camente significativas (p<0,05) quando comparadas asdo gru-
po controle.

Entretanto, ndo houve diferenca nos achados entre
as pleuras submetidas a diferentes concentragdes de talco

(p>0,05).
DISCUSSAO

Ainda n&o se conhece 0 mecanismo exato pelo qual
o talco induz a pleurodese. A instilagdo dessa substancia na
cavidade pleural visa, através dereacao inflamatoria, produzir
sinfise fibrosa das pleuras parietal eviscera’.

A talcagem apresentamaior ag8o fibrosanacavidade
pleural quando comparado a abrasdo mecanica®, mostrando-
setambém superior ao Corynebacterium parvum, bleomicina,
tetraciclina®, nitrato de prata, doxiciclina e minociclina
atomizadab®. Xie et a* demonstraram que o derrame exsudativo
gue seformaapds atal cagem resolve-se dentro de quatro dias
€, assim queisso acorre, as adesdes entre as pleurastendem a
aumentar, enquanto areacdo inflamatériapleura tendeadimi-
nuir. Kennedy et a °, ao andisar os achados histolgicos e 0
liquido pleural pos-talcagem, relataram desnudamento do
mesotélio em 24 horas, predominénciade neutréfilosno liqui-
do pleural, espessamento progressivo da pleura em sete dias
(com aderéncias de fibrina em areas de desnudamento
mesotelial e de dano & membrana basal), além de resolucéo
lentadainflamagao pleura com predominio demononucleados
enquanto havia deposicdo de colageno e proliferacdo de
fibroblastos. Van der Heuvel et al*° relatam que, ap6s a admi-
nistracdo de talco na cavidade pleural para inducdo de
pleurodese em pacientes com pneumotOrax espontaneo ou
derrame pleural maligno, ocorre répido influxo de neutrdéfilos
polimorfonucleares, seguido de um acimulo de macréfagos
no liquido pleural. Ainda, ha aumento da producdo de
interleucina 8 (IL-8) e proteina quimiotéxica para mondcitos
(MCP-1), o quejustificaapresencade neutrdfilos e o acimulo
demondcitos no processo inflamatério induzido pel o talco no
espaco pleura .

Figura 4 - Pleura dos ratos submetidos a talcagem na dose de

0,1 mg/g.
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O significado clinico dos achados descritos neste
trabalho é algo extremamente novo e, portanto, dedificil inter-
pretacdo.

A presencade proliferacdo daporcéo daeucromatina
nuclear associada as inclusdes citoplasmaticas de particulas
sugere um aumento daatividade nuclear, podendo inferir tan-
to um descontrole dadivisdo nuclear bem como alteracGes de
defesa celular. Esta ateragBes so descritas em tumores em
faseinicia™.

A proliferagdo do tecido colégeno adjacente ao
mesotélio mostra que hd uma forte reacéo de corpo estranho
levando a uma defesa caracteristica, porém até onde essa
desestruturacéo do coldgeno com proliferagéo defibroblastos
einclusdo de alguns macréfagos éinocente, € algo em aberto.

Vargas et al® demonstraram que a capacidade dos
fibroblastos em secretar colageno bem como a atividade das
metal oprotei nases (enzimas que degradam col ageno) séo mo-
duladas pelo uso de corticdides, ndo havendo adesdo pleural

€Om 0 Uso concomitante dos mesmos.

O nosso trabalho reaviva a discussdo que, embora o
talco sejaum excel ente agente esclerosante, talvez o mais efi-
caz, suautilizagcdo em patol ogias benignas deva ser reavaliada
e estudada mais profundamente.

Concluindo, foram evidentes as alteracfes ultra-es-
truturais encontradas nas pl euras af etadas pel o tal co em com-
paracdo ao grupo controle. A talcagem ainda € o método mais
efetivo de se obter adesdo pleural, porém sua seguranga com
relacdo a carcinogénese ndo esta estabelecida. Fazem-se ne-
cessarios estudos subsegiientes para que essas ateracoes
tenham confirmag&o de seu significado clinico.
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ABSTRACT

Background: Talc is considered an effective agent for pleurodesis often used in the treatment of malignant pleural effusion.
However, its safety related to carcinogenesisis questioned. The objectivesareto describe ultra-structural alterations detected
in pleurae of rats submitted to talc pleurodesis aiming at assessing its safety in relation to carcinogenesis. Methods: In this
randomized study, six Wistar ratsweighing 250 g were used. Through a minimal thoracotomy into thefifth left interspace, it was
inserted talc in 0.5 mg concentrations (n=2) and 0.1 mg (n=2) each gram weight. Two rats were only anesthetized and a
physiological solution (NaCl 0.9%)was intrapleurally inserted to represent the control group. The rats were killed after 45
days. Ultra-structural morphological and morphometric alterations were analyzed by transmission electronic microscopy.
Results: Ultra-structural analysis of pleurae submitted to talc has shown cellular disorganization of the conjunctive tissue
evidencing nuclear, mitochondrial alterations and submesothelial spacing. The control group has maintained the cellular
architecture preserved. Conclusions: This study revealed alterations in the cellular structure of talc-exposed pleura when

compared to the control group.

Keywords: Pleurodesis; Pleura; Oncogenesis; Talc; Rats.

REFERENCIAS

Bethune N - Pleural poudrage: new techniques for deliberate
production of pleural adhesions as preliminary to lobectomy. J
Thorac Surg, 1935, 4(1):251-261

Mitchem RE, Herndon BL, FiorellaRM, et a. - Pleurodesis by
autologous blood, doxycycline, and talc in arabbit model. Ann
Thorac Surg, 1999, 67(4):917-921.

VargasFS, TeixeiraLR, Vaz MA, et a. - Silver nitrate is supe-
rior to talc slurry in producing pleurodesis in rabbits. Chest,
2000, 118(3):808-813.

XieC, McGovern JP, WuW, et a. - Comparisons of pleurodesis
induced by talc with or without thymol iodidein rabbits. Chest,
1998, 113(3):795-799.

Kennedy L, RuschVW, Strange C, et a. - Pleurodesisusing talc
slurry. Chest, 1994, 106(2):342-346.

Werebe EC, Pazetti R, Milanez de Campos JR, et al. - Systemic
distribution of talc after intrapleural administrationinrats. Chest,
1999, 115(1):190-193.

Zimmer PW, Hill M, Casey K, et a. - Prospective randomized
trial of talc slurry versus bleomycin in pleurodesis for
symptomatic malignant pleural effusions. Chest, 1997,
112(2):430-434.

348

Whitlow CB, Craig R, Brady K, et al. - Thoracoscopic
pleurodesis with minocycline versustalc in the porcine model.
Surg Endosc, 1996, 10(11):1057-1059.

Kennedy L, Harley RA, Sahn SA, et dl. - Talc durry pleurodesis.
Pleural fluid and histologic analysis. Chest, 1995, 107(6):1707-
1712.

Van Der Heuvel MM, Smit HJ, Barbierato SB, et al. - Talc-
induced inflammation in the pleural cavity. Eur Respir J, 1998,
12(6):1419-1423.

Heidelberg C - Chemical carcinogenesis, chemotherapy cancer’s
continuing core challenges—GH.A. ClowesMemorial Lecture.
Cancer Res, 1970, 30(6):1549-1569.

10.

11.

Endereco paracorrespondéncia:
Airton Schneider

RuaCel. Bordini 896/401
90140-003 - Porto Alegre-RS
E-mail: airtonsc@terra.com.br



