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RESUMDPO

Objetivo: Desenvolver, experimentalmente, maldcia e estenose traqueal para testar novos modelos de drteses traqueais. Méto-
dos: Ressecamos trés anéis cartilaginosos da traqueia cervical de cdes no grupo A (n=5) e seis anéis no grupo B (n=4) para produzir
malacia. Logo ap6s, a mucosa da regido com maldcia recebeu aplicagdes de uma solucdo de hidréoxido de sédio (NaOH) a 23%, e os
animais eram acompanhados com exames broncoscépicos para observar o desenvolvimento de estreitamento da luz da via aérea.
Quando a estenose era de mais de 50% da luz, ou havia sinais minimos de insuficiéncia ventilatéria, os animais eram sacrificados. O
segmento de via aérea estreitada foi entao coletado para andlise histolégica e era calculada a area de luz residual do segmento
traqueal com estenose e maldcia. Resultados: Na anélise histolégica, foi constatada fibrose na submucosa e adventicia, associada
a granulomas na mucosa. A luz residual média dos segmentos com estenose foi de 9% e 12% nos grupos A e B, respectivamente,
(p>0,05). Conclusdo: A combinacdo da resseccao de anéis cartilaginosos e da aplicacdo de NaOH 23% na mucosa respiratoria
promoveu uma estenose traqueal intensa, porém esteve associada a perda de animais. Novos estudos sao necessarios para verificar

se 0 emprego isolado de uma das técnicas seria mais seguro e eficaz para desenvolver estenose traqueal.

Descritores: Traqueia. Traqueomaldcia. Estenose traqueal. Stents. Implantes experimentais.

INTRODUCAO

A estenose e a malécia traqueal inflamatdrias séo uma
consequéncia do trauma e da isquemia da mucosa
respiratoria, produzidas pelo tubo orotraqueal e/ou pelo
balonete, desse tubo ou da canula de traqueostomia, que
esteja insuflado excessivamente'?. O resultado dessa agres-
sdo é a inflamacédo e a fibrose, que pode ser intensa e
comprometer toda a parede traqueal, levando néo s6 a
diminuicao da luz da via aérea, mas também a perda da
sua sustentacao cartilaginosa e colabamento traqueal, cons-
tituindo a malacia.

A resseccao cirdrgica com reconstrucao
terminoterminal (traqueoplastia) é o tratamento de esco-
lha da estenose traqueal inflamatdria®. Por outro lado, as
orteses traqueais de silicone tém se tornado uma opcao
terapéutica para pacientes com risco cirirgico aumentado,
ou estenoses excessivamente longas®.

Atualmente ndo ha um modelo ideal de értese
traqueal, desta maneira diversos modelos estdo sendo de-
senvolvidos*. Em nosso meio, o alto custo das orteses im-
portadas motivou os autores a desenvolverem novos mo-
delos de orteses traqueais de silicone, como a HCPA-1°,
Neste sentido, buscamos um modelo animal de estenose
traqueal, baseados nos estudos experimentais publicados®
8, que mimetize as condicdes fisiopatoldgicas encontradas
em humanos para avaliarmos nossa oértese de silicone.
Assim, a proposta desse estudo é desenvolver um modelo
experimental de estenose traqueal inflamatoria.

METODOS

Utilizamos nove caes, de ambos 0s sexos e sem
raca definida, com peso entre 8Kg e 17kg. Os animais
foram incluidos nesse estudo apos preencherem os critéri-
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0s estabelecidos pela vigilancia sanitaria, supervisionados
pelo Servico Veterinario de Controle de Zoonoses do Canil
Municipal de Porto Alegre e da Faculdade de Veterinaria
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os experi-
mentos broncoscdpicos e cirdrgicos foram realizados no
Hospital Veterinario da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Sul.

O experimento foi desenvolvido sob a supervi-
sao do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clini-
cas de Porto Alegre que aprovou o respectivo estudo sob o
numero 00-314 e 02-100. Todos os animais do experimen-
to receberam cuidados de humanos em adequacdo ao
"Guide for Care and Use of Laboratory Animals” publica-
do no “National Institutes of Health (NIH 1985:85-23,
revised). O experimento foi desenvolvido sob a supervisdo
do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre que avaliou os aspectos éticos e aprovou o
respectivo estudo sob o nimero 00-314 e 02-100. Todos 0s
animais do experimento receberam cuidados humanos em
adequacdo ao “Guide for Care and Use of Laboratory
Animals” publicado no “National Institutes of Health (NIH
1985:85-23, revised). O estudo recebeu incentivo financei-
ro do FIPE/HCPA (Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — niimero do pro-
cesso 00-314).

Os animais com jejum alimentar e hidrico de oito
horas foram submetidos aos procedimentos broncoscopicos
e cirtrgicos sob anestesia geral. Para isso, receberam sul-
fato de atropina (0,044mg/Kg/SC) e xilazina (1mg/Kg/IM).
A inducdo anestésica foi realizada com tiopental sédico
(12,5mg/Kg/lV) e os animais eram intubados com tubo
orotraqueal 7mm. A anestesia era mantida com halotano
(0,5% a 1%), sendo que os animais ventilavam esponta-
neamente com uma mistura de ar comprimido e oxigénio
(3L/min).

Figura 1 -

Uma incisdo cervical mediana foi realizada a
partir da cartilagem cricoide até o estreito superior do t6-
rax, expondo do terceiro ao 13° anéis traqueais. Para de-
senvolver uma maldcia, realizamos a resseccao extramucosa
de 70% da circunferéncia de cada anel traqueal (Figura
1), conforme as técnicas de Korpela et al.” e Marquette et
als.

Dois grupos de experimentacdo foram criados
de acordo com o nUumero de anéis ressecados: grupo A
(n=5), sexto ao oitavo anéis traqueais; grupo B (n=4),
quinto ao décimo anéis traqueais. Os planos muscular e
cutaneo foram suturados com poliglactina 3-0 e
mononylon 4-0, respectivamente. Logo apds, era reali-
zada a broncoscopia rigida para primeira aplicacdo de
NaOH 23%.

No periodo pés-operatério, os animais eram ob-
servados diariamente por um veterinario e pelos pesquisa-
dores, com especial atencao para a falta de apetite, vomi-
tos, tosse, estridor, taquipneia e tiragem intercostal. Tam-
bém realizdvamos, semanalmente, exame broncoscopico.
A analgesia dos caes era feita com tramadol (1mg/Kg/SC)
no pos-operatoério conforme necessidade.

A técnica de estenose inflamatéria com aplica-
cao de NaOH 23% ja foi descrita e publicada previamente
por dois dos autores do presente estudo®: através de um
broncoscopio rigido (Karl Storz Endoskope®, Alemanha),
aplicamos, sobre a mucosa do segmento traqueal com
malacia previamente induzida cirurgicamente, um cotonete
embebido de solucao de NaOH 23% (pH=14). Evitdvamos
0 contato da solucao de NaOH 23% com a parede poste-
rior da traqueia. Apos, repetia-se a aplicacao desta solu-
¢ao sobre a regido de cicatriz anterior, a cada trés (grupo
B) ou sete dias (grupo A). As aplicacdes se repetiam até a
constatacdo broncoscépica de estenose maior de 50% ou
sinais obstrutivos da via aérea.

:
£
;
:
-
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Fotos demonstram a incisdo cervical e a técnica de traqueomalacia (cdo n° 2): A) resseccdo extramucosa do sexto anel

cartilaginoso, B) segmento com maldcia apds resseccao de trés anéis cartilaginosos consecutivos.
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As broncoscopias foram realizadas com tubos ri-
gidos, apresentando diametros externos de 6,5mm a 8,5mm.
Os animais eram inspecionados em trés ou sete dias, de-
pendendo do grupo, a fim de acessar o diametro da luz
traqueal antes da instilacdo da solucdo de NaOH 23%.

Os animais foram mantidos sob observacéo dia-
ria. Sinais clinicos de obstrucao de via aérea, assim como
outras complicagbes clinicas ou cirurgicas foram
monitoradas. Os animais eram sacrificados com uma dose
letal de tiopental sédico (100mg/kg, IV) se houvesse qual-
guer sinal importante de insuficiéncia respiratéria, ou cons-
tatada a presenca de estenose acima de 50% da luz
traqueal antes de 50 dias de seguimento. Ap6s a eutana-
sia, as traquéias cervicais eram coletadas e fixadas em
formalina 10%.

Os espécimes de traqueia foram cortados trans-
versalmente em dois niveis: porcdo média da zona com maior
estenose (nivel 1); e 2cm da estenose, correspondendo ao
diametro normal da traqueia (nivel 2). Os espécimes eram
incluidos em parafina, cortados com espessura de 5um, e
corados com hematoxilina e eosina. O epitélio, a submucosa
e a reacao inflamatéria foram analisados sob microscopia
Optica com objetivas de 10X e 40X.

As distancias latero-lateral e antero-posterior da
luz traqueal de cada espécime foram medidas utilizando-
se 0 programa Sigmascan-Demo Image Analyser (Sigma®,
Chicago, EUA). Esse programa permitiu calcular a area de
luz traqueal, usando a sequinte equacéo: Area(mm?2)= tx
[diametro sagital(mm)/2] x [diametro coronal(mm)/2].

A proporcao entre a area de maior estenose (ni-
vel 1) e a area de traqueia normal (nivel 2) expressou o
grau de estreitamento da luz traqueal.

Empregamos o teste de Mann-Whitney para com-
parar os dois grupos quanto a luz residual no nivel 1 (zona
com maior estenose). A diferenca foi considerada estatisti-
camente significativa se p<0,05.

RESULTADOS

As traqueias de seis animais foram analisadas.
Trés animais foram excluidos do estudo: um animal (n° 1)

do grupo A morreu por diarreia dois dias ap6s a primeira
aplicacdo de NaOH 23%. Outros dois cdes (n> 8 e 9) do
grupo B foram sacrificados precocemente apés 24h da pri-
meira aplicacdo de NaOH 23% devido a insuficiéncia res-
piratéria; suas tragqueias apresentavam-se edemaciadas,
porém sem estenose maior de 50%. Os resultados princi-
pais estdo na tabela 1.

Em dois animais (N2 e 6), ocorreu pequena
laceracao da mucosa traqueal durante a excisdo dos anéis
cartilaginosos. Essas perfuracdées foram imediatamente
suturadas com poliglactina 4-0. No décimo dia pds-opera-
tério, o cdo n® 6 desenvolveu enfisema subcutaneo cervical
limitado sem outras consequéncias; este cdo apresentou
pneumonia, no oitavo pés-operatorio, que foi tratada com
penicilina.

No momento da primeira aplicacdo de NaOH
23%, identificava-se a regido de malacia de forma mais
nitida no grupo B. Em todos os exames broncoscépicos
subsequentes a aplicacdo do NaOH 23%, havia algum grau
de deposicdo de material fibrinoide na mucosa traqueal,
assim como cicatriz e estreitamento na zona de aplicacao
da respectiva solucdo caustica.

No exame macroscopico, identificamos estenose
e fibrose em todas as traquéias. Nas zonas de estenose,
havia distorcées da traqueia e indefinicdo dos anéis
traqueais (Figura 2). A extensao longitudinal média da
estenose foi de 1cm e 2cm nos grupos A e B.

A luz residual da traqueia no nivel 1 (luz na
estenose) variou de 1% até 29% (Tabela 1). A luz residual
no nivel 1 do grupo A (9,1%) ndo foi diferente, estatistica-
mente (p=0,355), do grupo B (12%). A média da area de
luz no nivel 1 do grupo A (17,92mm?) nao foi menor, esta-
tisticamente (p=0,355), do que o grupo B (29,8mm?).

Todas as tragqueias apresentaram espessamento
da parede traqueal por fibrose e infiltrado inflamatério.
Fibrose e necrose foram observadas principalmente na
submucosa e na adventicia, ocupando a regido dos anéis
cartilaginosos excisados. O tecido de granulacao predomi-
nou na superficie mucosa, levando a obstrucdo parcial da
luz. A distribuicdo sequencial das fases do processo inflama-
toério na parede traqueal foi consequéncia da aplicacdo da
solucao de NaOH a 23% em diferentes tempos (Figura 3).

Tabela 1 - Numero de aplicagdes de solucdo NaOH 23% e andlise morfométrica.

Céo Grupo Aplicacbes de NaOH Luz no nivel 2 (mm2) Luz no nivel 1 (mm2) Luz residual(%)
1 A 3 - - -
2 A 3 193,7 56,9 29,3
3 A 3 196,8 9,4 4,7
4 A 3 164,8 1,5 1

5 A 3 296,7 3,9 1,3
6 B 4 277 43,9 15,8
7 B 3 193,4 15,7 8,1
8 B 1 - - -
9 B 1 - - -
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Figura 2 - Fotos do exame macroscopico da traquéia canina
sem (n) e com estenose (s). A) observe a alteracao
externa da parede traqueal no local de estenose
e malécia (setas) produzidas pela aplicacédo tépica
de NaOH 23% (cdo n°6); B, C e D) cortes transver-
sais das traquéias, demonstrando as diferencas
entre a luz do segmento de via aérea normal (n) e
aqueles com estenose (caes n> 7, 4 e 3, respecti-
vamente).

Figura 3 -  Fotomicrografias de segmentos traqueais apds apli-
cacao de NAOH 23%. Fotos A e B) transformacéo do
epitélio respiratério em metaplasia escamosa (sm),
em algumas dreas da mucosa com lesdo caustica
(cdo n® 2); C) distribuicao das fases do processo infla-
matdrio (f=fibrose, g=tecido de granulacdo,
[=lumem) na parede traqueal apds aplicacdo de
NAOH 23% (cdo n° 4); D) tecido de granulagdo (g)
estreitando a luz traqueal (I) (cdo n° 4). Hematoxilina-
eosina;, aumento original: foto A=10x; fotos B, C e
D=40x.

O infiltrado inflamatério formado principalmen-
te por células polimorfonucleares predominou na mucosa
e na submucosa. Em todos os espécimes, foi observada a
descamacao do epitélio respiratério. A metaplasia escamosa
foi observada nos caes n° 2 e n° 6 (Figura 3).

DISCUSSAO

Apesar da traqueoplastia constituir o tratamento
de escolha para a maioria dos casos de estenose traqueal
inflamatéria, em algumas situacbes como em pacientes
sem condices clinicas, sdo necessarios procedimentos nao
cirirgicos como a colocacao de orteses traqueais de silicone.

Visando desenvolver e aperfeicoar as érteses de
via aérea, alguns modelos experimentais de estenose e de
malacia tém sido publicados®™. Uma vez que as Orteses
de silicone fixam-se mais satisfatoriamente em estenoses
de mais de 50% e com extensdo maior de 1cm?, busca-
mos adaptar e combinar dois modelos de estenose: a
resseccdo de anéis cartilaginosos consecutivos, descrita
originalmente por Mair et al.'', e depois modificada por
Korpela et al.” e Marquette et al.%;VAle colocar so o ano
da publlicacdo? e a aplicacdo de solucdo caustica por
broncoscopia, publicada pelo nosso grupo®.

Desta maneira, promovemos as alteracdes infla-
matérias encontradas em estenoses pds-intubacao
orotraqueal a partir de um método de facil realizacdo e de
baixo custo que consistia na aplicacdo de NaOH 23% na
mucosa traqueal com intervalos de sete dias (grupo A)®,
ou trés dias (grupo B) para acelerar o desenvolvimento de
estenose. Adicionalmente, adaptamos, em caes, a técnica
de retirada dos anéis cartilaginosos descrita anteriormente
para suinos?, e, para coelhos’, com o objetivo de produzir
um estreitamento dinamico da via aérea e uma reducao
ainda maior da luz, visto que a aplicacao isolada do NaOH
23% produziria apenas lesao superficial, sem atingir o
pericondrio da cartilagem®

Os resultados do nosso experimento comprovam
a eficacia da combinacdo dos dois métodos anteriormente
descritos para o desenvolvimento de uma estenose infla-
matoria com reducdo de, pelo menos, 70% do diametro
da via aérea. Adicionalmente, ndo houve diferenca esta-
tistica em relacdo a intensidade da estenose produzida,
guando comparamos o numero de anéis ressecados e o
intervalo entre as aplicacées de NaOH 23%.

Apesar de dois animais sobreviventes do grupo
B desenvolverem estenoses satisfatorias de 2cm de exten-
sdo, outros dois, do mesmo grupo, precisaram ser sacrifi-
cados precocemente pelos sintomas obstrutivos da via aé-
rea. Por outro lado, nosso estudo também mostrou que a
resseccao de somente trés anéis cartilaginosos e a aplica-
cao de NaOH numa extensao de trés anéis promove uma
estenose aparentemente menos intensa, porém mais cur-
ta (<2cm), tornando-se talvez impropria para a avaliacao
de Orteses.

No artigo de Korpela et al.”, ressecaram-se cin-
Co anéis consecutivos e apenas + um animal em 32 opera-
dos morreu por obstrucao da via aérea. Assim, parece que
a extensao da malécia experimental ndo seria o Unico fa-
tor causador da disfuncéo respiratéria dos dois animais do
grupo B que sofreram eutanasia precoce. Entretanto, a
associacao de uma maldcia de seis anéis e o edema pro-
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vocado pela aplicacdo de NaOH 23% possivelmente pro-
vocou a obstrucdo grave da via aérea verificada nestes
caes.

Talvez o intervalo semanal das aplicacdes, ou
mesmo a diminuicdo da concentracdo da solucao de NaOH
pudesse resultar em uma estenose de instalacao mais len-
ta no grupo B. No estudo de Hanauer et al.®, o NaOH 23%
também foi instilado, uma vez por semana (até trés aplica-
¢bes), na laringe, e, produziu uma estenose de, pelo me-
nos, 50%, sem gque houvesse mortes associadas a obstru-
cdo de via aérea.

Justificamos o uso de um menor ndmero de ani-
mais, no estudo, devido ao desenvolvimento precoce de

ABSTRACT

acentuada estenose traqueal inflamatéria. Também a morte
de dois animais do grupo B motivou-nos a limitar o nimero
de animais.

A resseccao de trés ou seis anéis, associada a
aplicacoes de solucdo NaOH provoca um estreitamento
importante na traqueia. Entretanto, trabalhos futuros de-
verao mostrar se a aplicacao isolada de NaOH semanal,
por uma extensao de, pelo menos, 2cm de via aérea, ou a
simples resseccao de seis ou mais anéis traqueais constitui-
ra um modelo experimental superior, sem provocar obstru-
¢bes agudas e graves de via aérea, reduzindo de sobrema-
neira a perda de animais, ou seja, um modelo mais seguro
e eficaz para testarmos novas 6rteses traqueais.

Objective: To experimentally develop tracheal stenosis and malacia to test new models of tracheal stents. Methods: We resected
three cartilaginous rings from the cervical trachea of dogs in group A (n = 5) and six rings in group B (n = 4) to produce malacia. The
mucosa of the region with malacia then received applications of a solution of sodium hydroxide (NaOH) at 23%, and the animals
were accompanied with bronchoscopic examinations to observe the development of luminal narrowing of the airway. When the
stenosis was of more than 50% or there were minimal signs of ventilatory failure, the animals were sacrificed. The segment of
narrowed airway was then collected for histological analysis and calculation of the area of residual lumen in the tracheal segment
with stenosis and malacia. Results: In histological analysis, fibrosis was found in the submucosa and adventitia, associated with
granulomas in the mucosa. The average residual lumen of the segments with stenosis was 9% and 12% in groups A and B,
respectively (p> 0.05). Conclusion: The combination of resection of the cartilaginous rings and the application of 23% NaOH in the
respiratory mucosa promoted severe tracheal stenosis, but was associated with loss of animals. Further studies are needed to verify

that the isolated use of one of the techniques would be safer and more effective to develop tracheal stenosis.

Key words: Trachea. Tracheomalacia. Tracheal stenosis. Stents. Implants, experimental.
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