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1. INTRODUGKD
1.1. EDEMA PULMONAR

0 edema pulmonar foi definido ‘por Visscher ,
Haddy & Stephens (1956) como um estado patologico, no qual ,
0 contetudo de 17quido extravascular sofre aumento. H3 mais
de 200 anos, Vieussens (1716) constatou que a vagotomia cervi
cal bilateral pormove edema pulmonar agudo em cobaia e rato.

A constatagdo da presenca de edema pulmonar  em
grande numero de necropsias de individuos que sofriam de dis
tirbios do Sistema Nervoso Central (SNC) com envolvimento da
base cerebral , por Farber (1937), levou o autor a estudar
as consequencias da vagotomia cervical bilateral em coelho.
Observou que a vagotomia causava, invarialvelmente, morte
por asfixia dentro de 8-24 horas, precedida de dispneia e
expulsao de espuma pela boca e nariz.

Nos primeiros estudos do papel do SNC no desen -
volvimento do edema por vagotomia, considerou-se possiveis
contribuicoes como a obstrugao por paralisia da laringe e
aspiracao de sécregﬁo. Mas Farber (1937) e Schimitt & Meyers
(1957) excluiram estes fatores, pela demonstragdo de que 0
edema ocorria mesmo apds traqueostomia e que a secgao do
nervo laringeo ndo produzia edema.

A associagdo da vagotomia com cirurgias envolven
do o SNC (Borison & Kovacs, 1959) para estudar o mecanismo
central do edema pulmonar, e a observagao de que o edema se
desenvolvia mesmo na auséncia de inervagao pulmonar, mas que

era dependente da integridade do SNC (Rech, Mc Carthy &



Borison , 1962) sugeriam que um fator humoral de origem cen
tral poderia estar envolvido neste mecanismo. ‘Esta hipdte
se foi fundamentada no fato dos animais normais que foram
submetidos @ parabiose ou circulagao cruzada com animais va-
gotomizados terem sofrido discreto edema, e dos vagotomiza-
dos terem adquirido certa protecao. Alem disso, medidas
de permeabilidade mesentérica na cobaia apds vagotomia
(Berndt & Rech, 1963) revelaram um acentuado aumento de per
meabilidade. Embora os autores tenham demonstrado que esta
alteracao de permeabilidade e relagao ao epitélio pulmonar seja
diferente, concluiram que 0 edema pulmonar apos vagotomia também
seria consequente do aumento da permeabilidade, resultante
de uma substancia Tiberada centralmente.

A seccao vagal iﬁterrompe diversos tipos de fi-
bras. A cada uma destas fibras atribuiu-se o fator desenca
deante do edema. Diante disso, Rech (1966) isolou cada fi
bra e estudou as desordens neurofisiologicas promovidas s
com o intuito de saber qual o componente do vago cervical
que estaria diretamente implicado. Observou que a interrup
¢ao de impulsos eferentes do COragac e vasos sanguineos pul
monares e a perda da'inervagﬁo motora da corda vocal e ou
tras estruturas laringeanas podiam contribuir para agravar

0 edema e a morte do animal. Entratanto, atribuiu a causa

primaria desta patologia experimental a perda de - impulsos - -

aferentes vagais para o SNC, concluindo que, no desenvolyi-
mento do processo edematogenico, poderia haver a liberacao
de uma substancia humoral do SNC e/ou um desequilibrio na
inervacao simpatica dos capilares pulmonares.

Os efeitos da vagotomia devidos 3 eliminagao



do ramo aferente do nervo que controla o tono vascular e
bronquiolar pulmonar também foram confirmados por Schimitt &
King (1970). '

A hipotese de que existe o envolvimento de altg
ragoes resultantes do desequilibrio simpatico apos a vagoto
mia foi reforcada por Maciel (1970), que obteve a prevencao
do edema pela realizacio de adrenalectomia bilateral em ra-
tos vagotomizados. Alem disso; 0 autor preveniu o edema com
0 uso da anti-histaminicos, propondo que o mecanismo de for
magao do edema estaria ligado 3 liberagao de histamina, co-
mo consequencia do efeito sinérgico da interrupgao de refle
X0s vagais e da liberacdoc de adrenalina enddgena.

Aitken & Sanford (1972) reforcaram a idéia  do
envolvimento da histamina no edema pulmonar, com a constata
¢ao de que no bovino vagotomizado, a histamina conduzia 3
morte dentro de 15 minutos. . Este dado veio a confirmar a
verificagao anterior de Aviado (1959) de gue o conteldo his
taminico no. sangue de animéis com edema por inalacao de va-
por quente permanecia elevado até a morte, propondo que a
lesdo pulmonar seria a responsavel pela liberacdo local de
histamina e seu aumento na circulagao. Mais tarde, a hista
mina foi apontada por Brigham & Owen (1975) como primeira
candidata dentre os fatores humorais a ser causadora do ede
ma nao cardiogénico.

Paralelamente ao estudo do edema por vagotomia,
Luisada & Sarnoff (1944), trabalhando com caes, promoveram
edema pulmonar por meio de rapida infusido de Tiquido nas
carotidas, sob pressao de 280-300 mmHg. Os autores verifi-
caram que o receptor cardiovascular tinha importante papel

na genese do edema, pelo aumento reflexo da permeabilidade



dos capilares pulmonares. Para verificar o papel da via sim
patica no edema por elevacao da pressdo arterial sistemica
(PAS), Sarnoff & Sarnoff (1952) promoveram edema, em cce]ho;
por injecao 1ntracisterna] derfibrina. Verificaram que a
vagotomia cervical bilateral, bem como a simpatectomia bila-
teral tordacica, antes ou apds a injecao de fibrina, nio alte
ravam a elevagao da pressac vascular pulmonar e o edema.

Mas, que d uso de bloqueador géng?ionar fazia retornar 0s
valores da pressdo pulmonar a niveis normais. Concluiram en

. tao, que o edema n3o tinha mediagao nervosa especifica, mas

resultava de um efeito de estimulacio autondmica generaliza-
da.

0 edema pulmonar que se manifesta em resposta ao
trauma craniano, tem como fator comum o aumento da pressao
intracraniana {Ducker, 1968). Quanto ao edema por compres -
sdao mecanica cerebral, Chen, Sun & Chay (1973) observaram que
a adrenalectomia, descerebracdo ou vagotomia cervical bilate
ral nao alteravam a hipertensdo e o edema, mas que a transec
¢ao espinal (C7 ou CS) os abolia. Assim sendo, sugeriram que
o edema seria consequente as alteracGes hemodinamicas causa-
das pelo mecanismo vasomotor simpatico a nivel medular. Es
tes dados concordam com registros clinicos de Simmons et alii
(1969) que constataram edema pulmonar fatal dentro de minu -
tos, apos trauma craniano, o que nao ocorria quanto presente
a transeccao da coluna cervical ou hemorragia macica. OQutra
explicacao para o edema pulmonar com origem na elevacdo da
pressao intracraniana estaria na hipotese de Milley, Nugent
& Rogers (1979), de que este aumento de pressac poderia ini-

ciar um processo envolvendo o hipotilamo resultando em exces

siva descarga simpatica com graves consequéncias hemodinami-



cas pulmonares, danificando as paredes capilares e sua per-
meabilidade e, finalmente, em edema,

Por outro lado, Simon (1980)hpr0p65 um mecanis-
mo de origem central, que atuaria nos pulmoes descontrolan-
do o fluxo de fluido e proteinas na rede-capilar e consequen
temente desrequlando a pressao microvascular e sua permeabi
Tidade. Este mecanismo contaria com a participacao de um
mediador quimico. (Grauer et alii, 1981).

As pesquisas de Nathan & Reis (1975) demonstra-
.ram que a lesdo no hipotalamo anterior produz hipertensio ar_
terial fulminante e edema pulmonar dentro de 4-5 horas. A-
traves da associagdo desta lesio com adrenalectomia bilate-
ral, desmedulagao e desnervacao adrenal, os autores conclui
ram que a hipertensao arterial e alguns efeitos perifericos
dependeriam da liberagdo de catecolaminas da adrenal. A& au
sencia da elevagdao da PAS em ratos lesados e com desnerva -
¢ao adrenal ou adrenalectomia, sugeriu-se que a lesao hipo~-
talamica inicia uma ativacdo do sistema nervoso autammm_fsig
patico, com uma predominante descarga do neurdnio pré-gan -
glionar simpatico para a glandula adrenal. Além disso, con
cluiram que a liberacao de catecolaminas parecia ser resul-
tado direto da lesdo hipotalamica e ndo consequéncia da ati
vidade muscuiar, presente no animal lesado.

Quanto ao edema por vagotomia, Wiberg (1979) pro_
pos que o desenvolvimento do edema & acelerado no estado de
vigilia. Ainda, que o retardo no aparecimento deste edema pela anes
tesia, estaria relacionado a hiperatividade simpatica.

Ao contrario das propostas feitas de que a alte

ragac hemodinamica consequente do desequilibrio simpatico @



que seria o fator desencadeante do edema de origem neuroge-
nica, surgiram novos dados. Hoff et alii (1981) observaram
que o edema neurogénico, por aumento da pressao intracrania
na, ocorria na presenca ou ausencia de hipertensio sistemi-
ca. O0s autores sugeriram ent3o que a descarga simpatica e-
vocada pelo cérebro, afetaria diretamente a rede pulmonar.

Adicionalmente ., Campagnole (1983) verificou que ratos com le
580 no nucleo do trato solitario desenvolviam edema e chega
vam & morte dentro de 4-6 horas. Quando os ratos eram tra-
tados com reserpina e fenoxibenzamina, a hipertenséoera'prg
venida, porém o edema permanecia. Ao contrario, quanto tra
tados com clorpromazina, a hipertensao permanecia e o edema
nao se manifestava. Uria et alii (1981) para estudar a que
nivel ocorria o comprometimento hemodinamico para finalmen-
te desenvolver o edema, realizaram medidas diretas de pressao
aortica, atrial direita e arterial pulmonar antes, durante
e apos a indugdo do edema pelo aumento da pressao intracra-
niana, e verificaram que a hipertensdo arterial pulmonar &
o fator essencial na sequéncia que leva ao edema neurogeni-
co. Finalmente, ao contrario do proposto de que o edema se
ria resultado de alteragdes hemodinamicas e hipertensas ,
Lagneaux, Leconte & Bodson (1982) constataram auséncia de
alteracao na pressdo arterial pulmonar imediatamente apos

a vagotomia cervical bilateral no rato.
1.2. HISTAMINA: LIBERAGCAO E ACAO SOBRE A MICROCIRCULAGAO

A histamina, 2(4-imidazolil) etilamina, & cate-

gorizada na classe dos autacoides. Foi sintetizada por cu-



riosidade quimica em 1907 por Windaus & Vogt, antes mesmo
de se conhecer sua importincia biologica e so foi isolada em
1910 a partir dos extratos do ergo, por Barger & Dale e por
Kutscher no mesmo ano {Douglas, 1970),

0 seu papel no controle fisiologico da microcir-
culacao foi reconhecido por Lewis (1927). Porém, pela defi-
ciéncia de métodos de analise, poucos conhecimentos sobre
seu metabolismo e a falha dos antihistaminicos em bloquear
seu efeito circulatorio, permitiu concluir que a histamina
nao teria esta funcao. De fato, acreditou-se que a sua Tibe
ragao so acontecia quando as c&lulas eram lesadas. Com sua
descoberta nos mastocitos por Riley & West (1953), ficou co-
nhecida a sua ekisténcia na forma inativa, nestas celulas, e
que, uma vez liberada exercia potentes efeitos farmacologi -
cos.

Alem de sua origem mastocitaria, anteriormente
Schayer (1952) reconheceu um segundo meio de mobilizagao da
histamina por neoformagao continua, em condigoes Tivres e
farmacologicamente ativa, em todos os tecidos (Schayer,
1962). E que a sua sintese seria controlada pelas necessida-
des homeostaticas.

Ryan & Brody (1970) em seus estudos sobre a dis-
tribuicao da histamina enddgena nos nervos autonomicos, do
seu papel como neurotransmissor simpatico liberado  durante
0 reflexo da va§0&ilatag50 ativa e sobre a captacdo de hista
mina tritiada (H3) no nervo autonomico, postularam que a
histamina seria liberada durante o reflexo da vasodilatacdo
ativa a partir de fibras histaminérgicas simpaticas. Porém,

estes mesmos autores {1972) verificaram que a histamina nao



era liberada a partir de terminais neurogénicos especificos.
Mas sua liberagdo seria controlada pela descarga de adrenali
na, Heitz & Brody (1975) concordam que a histamina seja o
mediador liberado na vasodi1atég50 ativa, mas admitem que
sua liberacao esteja sob controle de fibras adrenergicas dis
tintas, sem funcido vasoconstrictora.

Embora Beck (1965) e Ryan & Brody (1970) houves-~
sem identificado a histamina na med{agﬁo da vasodilatagdo re
flexa ativa, Schayer (1974) sugeriu uma continua influéncia
dilatadora da histamina sobre o midsculo 1iso microvascular,
e que um estimulo drastico que causa aumento local e sists.

mico da histamina poderia levar 3 alteracao microvascular e

ao choque.

As suspeitas iniciais de que a histamina atuaria
atraves de mais de um receptor foram confirmadas. Existem
duas classes de receptores histaminicos: Os H] " (Asch &

Schild, 1966) e os Hz (Black et alii, 1972). Os primeiros
sao bloqueados seletivamente pelos "anti-histaminicos” clas-
sicos (como a pirilamina), os anti-H]; 0s segundos, por subs
tancias bloqueadoras dos receptores H2 introduzidas no ini-
cio da decada de 70, os anti-H,.

Houge (1968) observou que altas doses de histami
na poderiam causar vasoconstriccdo pulmonar antagonizavel
por anti—H}. A'introdugﬁo do novo tipo de antagonista, 0
anti-Hz, explicou a falha do anti-histamTnico convencional
em bloquear os efeitos microcirculatorios da histamina inje-

tavel, e permitiu observar que 0S pequenos vasos sanguineos

estao sob uma continua influéncia dilatadora da histamina



intrinsecamente formada (Schayer, 1974). Okpako (1973 s
1974) em estudos para comparar os efeitos da histamina na
rede vascular pulmonar de cobaia, sugeriu que os receptores
H], associados com a vasoconstricgio pulmonar, Tocalizam-se
nos vasos de resistencia e os receptores H, associados com a
vasodilatacao nos vasos menores. Tucker et alii (1976) pro
pos que a histamina seja liberada durante a hipoxia para modu-
lar a resposta vaséu]ar pulmonar, no cdo, em oposicao a vaso
constriccao produzida pela hipoxia.

Posteriormente Propst, Millen & Glauser (1978)
verificaram que a histamina aumenta a permeabilidade epite -

Tial alveolar a substancias de baixo pelo molecular, no cao.
1.3. HISTAMINA E 0 "STRESS"

A histidina descarboxilase, enzima encontrado
em todos os mamiferos (Werle, 1936) & catalizadora da inica
reagao que transforma a L-histidina em histamina. Este enzi
ma sofre aumento adaptativo de sua atividade em resposta a
diferentes tipos de "stress" (Schayer & Ganley, 1959).
Schayer (1959) confirmou que o "stress"®, adrenalina, noradre
nalina e endotoxinas aumentam a atividade enziméticé, “in
vitro", no camundongo, sugerindo a existéncia de um balanco
entre catecolaminas e histamina para manter a - homeostase
(Schayer, 1960) e que, uma falha neste equilibrio, levaria
ao choque.

Graham, Kahlson & Rosengreen (1964) estudando a

relacaoc entre a formacao da histamina e o exercicio fisico,

observaram que no camundongo o exercicio induzia 3 formagao

intracelular de histamina, mas nos pulmoes de rato diminuva
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esta capacidade. Concluiram que no rato isto ocorre, em
parte, devido ao fato do corticosterdide liberado durante o
exercicio, diminuir a sintese da histamina. Tambem, a expo
sicao de um grupo de ratos & baixa pressio de 02, resultou
numa queda da capacidade de formacgdo da histémina (HFC) nog
pulmoes, em torno de 30%. Em fungdo destes dados, investi-
garam ate que ponto a adrenalina liberada no exercicio fisi
co pdderia estar envolvida na HFC e constataram que a adre-
nalina produz uma considerivel queda na HFC pulmonar, no ra
to, e um efeito contrario no camundongo e galinha,

0 tecido pulmonar de rato & pobre em mastdcitos
(Kahison & Rosengreen, 1968), - e se localizam no espa-
¢o perivascular (Hass & Bergofsky, 1972). Entretanto,  ‘no
cao estao em correlagaoc inversa com:o diametro interno dos
bronquios (Nisan et alii, 1978).

No pulmao de rato, a HFC & relativamente alta ,
0 conteudo de histamina & baixo e sua vida média excepcio ~
nalmente longa (Kahlson & Rosengreen, 1968). Esta situacgao
indica que a maior parte da histamina pré-formada & estoca-

da de forma a deixar a c&lula facilmente.
1.4. PROPOSIGAO

Diante do exposto e das hipGtese nas quais - as
adrenais e a histamina poderiam estar mais diretamente implica-
das no mecanismo de formacao do edema por vagotomia, do que
outros fatores relacionados a hipertensio 3 nivel sistemico
e pulmonar, propusemo-nos a dosar 0 conteudo histaminico pes
pulmées que sofreram edema por vagotomia, nos que tiveram

prevencao deste edema pela adrenalectomia e nos dois respec
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tivos grupos controles dos vagotomizados e vagoadrenalecto~
mizados. Investigando desta forma, se existe alguma parti-

cipagdo da histamina no processo edematogenico,
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS DE EXPERIENCIA E TRATAMENTO CIRURGICO

No presente trabalho foram utilizados 40 ratos ,

{Rattus nonrvegdicus, albinos, Wistar) adultos, machos, com

peso compreendido entre 245 e 410 gramas.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 10

animais, sendo 9 animais utilizados para dosagens de hista-

mina e 1 para 0 exame macro e microscopico.

GRUPO Cv

GRUPO V

GRUPO CVA -

GRUPO VA

Controle com operagcdo simulada de vagotomia.
Nos componentes deste grupo foi realizada uma
incisdo na regido cervical ventral, isolados os
nervos vagos, sem serem entretanto, secciona-
dos. Apo0s, a incisio foi fechada com pontos

totais separados.

Vagotomizados. Nos componentes deste grupo pro
cedeu-se a vagotomia cervical bilateral por in

cisao na regiao cervical ventral.

Controle com operagdo simulada de vago - adrena
lectomia. Este grupo foi submetido 3 mesma ope
ragao simulada do grupo CV, e, também as inci-
s6es laterais no abdomen logo abaixo da uUltima
costela, isolando-se as supra-renais, somente,
e logo apo0s, a incisdo foi fechada com pontos

totais separados.

Vagotomizados e Adrenalectomizados. Nestes ani

mais procedemos a vagotomia cervical bilateral

conforme a técnica usada nos ratos do grupo v
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¢ adrenalectomia.

Os ratos foram anestesiados por inalacido de &ter
sulfurico e assim mantidos por meio de uma mascara de cir-
cuito aberto, ate o termino da cirurgia. ;

Apds anestesia, os animais foram imobilizados em
placa cirlrgica apropriada em deciibito dorsal e submetidos
as cirurgias relativas a cada grupo.

Ao recuperarem-se da anestesia, os animais foram
submetidos a exercicio em gaiola giratoria, constituida de
um ¢ilindro confeccionado com tela de arame, com dois eixos
nas bases, girando em mancais. A gaiolaﬁpcssuTa uma divi-
sao no seu centro, o .que possibilitava submeter dois ratos
a exercicio ao mesmo tempo. Este conjunto era acionado a-
través de um sistema de roldanas, por um motor elétrico e
controlado para uma velocidade de 12 voltas por minuto.

0 tempo de exercicio foi anotado. 0Os componen-
tes do-grupo V permaneceram em exercicio até a morte, e ca-
da animal deste grupo era acompanhado de um animal do grupo
CV, sendo este sacrificado imediatamente apds, por inala-
¢ao de eter sulfurico. Os animais do grupo CVA e VA perma-
neceram em exercTcib durante 90 minutos, e tambem foram sa
crificados ao termino deste periodo. Apds a morte, os ani
mais eram fixados novamente a placa cirlirgica para remocio
dos pulmdes e figado, através de incisdo ventral abrangendo
o torax e o abdomen.

0s pulmoes (livres dos tecidos mediastinais e
traqueia) e os figados foram secados com papel de filtro e

pesados em balanca analitica.

Apdos a pesagem dos pulmoes e figado, retiramos
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amostras com peso variando entre um a dois gramas para pro-
cessarmos a extracao e dosagem de histamina. ~ 0 restante
foi pesado novamente e submetidos a desidratacio em estufa
a 105°C durante 48 horas para determinacio da porcentagem

de tecido seco.

2.2. DETERMINAGAO DO CONTEUDO HISTAMINICO

2.2.1. Ensaio Fluorimetrico

A determinagao do teor de histamina em cada uma
das amostras, foi feita por meio de anilise fluorimétrica.
Empregou-se o método de Shore, Burkhalter & Cohn (1959) s
com algumas modificagoes sugeridas por Noah & Brand (1961),
Redlick & Glick (1965), Anton & Sayre (1968) e Hikanson
Ronnberg & Sjglund (1972), todas visando obter um aumento
de sensibilidade e especificidade.

0 ensaio fluorimetrico consistiu de duas etapas
fundamentais: a extragao da histamina dos tecidos e a ana-

lTise fluorimétrica com o o-ftaldialdeido (OPT)*.
la. Etapa - Extracao da Histamina

Depois de pesadas, cada amostra passou pelos pro
cessos:

1. Homogeneizacao em 12 ml de acido perclorico
0.4N, mediante trituracdao com areia lavada.

2. Transferencia do volume total da suspensao

obtida para um tubo de centrifuga e centrifugacao.

* o-Phthalic-dicarboxaldehyde. ALDRICH
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3. Adigao de 3 ml do sobrenadante em .um balido
(by) de vidro arrolhado, com contelido prévio de: 0,5 ml de
solugdo de hidroxido de sddio 5N, 1 grama de cloreto de so-
dio e 10 m1 de n-butanol, Acréescimo, ainda de 1 ml de 5ci;
do cloridrico 0,IN, para corresponder 3 adicao feita no
"balao de recuperacao” conforme serd descrito no Ttem no
2.2.3.

4. Agitacao da mistura por 10 minutos, transfe-
rencia do contelido total para um tubo de centrifuga, arro-
Thado e centrifugagao.

5. Aspiracgao da fase aquosa inferior, que era
~desprezada e subsequente lavagem do butanol por agitacao
com 5 ml de solugao de hidroxido de sodio 0,IN, saturada em
cloreto de sodio, durante 3 minutos. Esta operacdo consis-
tia em remover a histidina residual, ficando retida na solu
¢ao de hidroxido de sodio.

6. Nova centrifugacao e transferencia de 8 ml
de sobrenadante para um balao (bz) de vidro, arrolhado, con
tendo 3 ml de acido cloridrico 0,1N e 15 m1 de n-heptano.

7. Agitacao durante 5 minutos e centrifugacao
do conteido total em tubo de centrifuga, de vidro, arrolha-
do.

8. Transferencia de 2 ml da fase aquosa para um

tubo de ensaio.

2a. Etapa - Analise Fluorimétrica com o o-ftaldialdeido

(OPT).

1. Acréscimo de 0,4 ml de solucao 1IN de hidroxi-

do de sodio ao extrato acido no tubo de ensaio.
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2. Adicdo de 0,1 ml de solugdo de OPT a 0,2% em
metanol, o qual reage prontamente com a histamina, formando
um produto que emite fluorescencia especifica a .450 mu
quando excitado a 350 my.

3. Apds 4 minutos, acréscimo de 0,2 ml de solu-
¢do 2 M de acido cTtrico, a fim de bloquear a reacao  OPT-
histamina, por queda do pH. A fluorescencia emitida pelo
pkoduto final praticamente se mantém por 30 a 40 minutos.

4. Transferencia da solugdo problema para uma cu
beta especial de quartzo e Teitura no espectrofotofluorime-

tro*,

2.2.2. Intensidade de Fluorescéncia Relativa e Fluorescen-

cia do Branco.

Para cada amostra, a intensidade de fluorescen-
cia relativa que se obtem da leitura, pode ser considerada
igual a soma da intensidade do produto histamina-0PT, que
e especifico, e a do solvente e demais solutos utilizados,
que podem fluorescer inespecificamente, e constituem o bran
co.

Com base nesta consideragao, a intensidade de
fluorescencia correspondente & histamina foi determinada pe

la seguinte equacao:
Fhi = Ft - Fb (1)
onde

Fhi = intensidade de fluorescéncia relativa devido 3 hista-

mina ligada ao OPT.

* Perkin Elmer -~ Modelo MPS 44B



17

Ft = intensidade total de fluorescéncia retativa, obtida
da leitura e
Fb = intensidade de fluorescencia relativa do branco, obti-

da também da leitura.

A solucao do branco foi preparada mediante homo-
geneizacao de areia lavada e acido perclorico 0,4N, e pos
terior centrifugagao. Os passos éeguintes foram os mesmos
ja expostos a partir do Ttem 3, la. etapa do ensaio fluori-

métrico.
2.2.3. Recuperagao da Histamina

Para se séber 0 quanto de histamina seria recupe
rada pelo ensaio fluorimétrico, a 3 ml do mesmo sobrenadan-
te empregado para o branco, acrescentou-se 1 ml de solucgao
de acido cloridrico 0,IN contendo 2 ug de histamina*. Os
4 m1 de solucgao histamTnica resultante (solugdo de recupera
¢ao ou padrdo interno) de concentracio 0,5 ug/ml, foram adi
cionados a um balao (b1R = balao de recuperacdo) e prosse-
guiu-se o tratamento conforme item 3, la. etapa do ensaio
fluorimetrico,

Admitindo-se que a referida solucdo @e recupera-
¢ao, R, acrescentada na concentracao de 0,5 ug/ml no seu ba
lao b]R’ forneca na cubeta uma solucgdo de concentracgao
Ceubr? entao, uma solugao problema, P, acrescentada numa
concentracao Cb]p no seu balao bip> fornecera na cubeta uma

solucao de concentracao C cubp, tal que e valida a propor-

* Histamina dihydrochloride, SIGMA
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0,5 pg/ml Cb]P

C c

cubR cubP

Desta relacac deduz-se que:

c
0,5 . b
1P - ’ WP (wg/m1)  (11)

CcubR

Cb

Esta equagao permitiu determinar a concentracao
Cb]p, de uma solugao problema adicionada no baldo bIP (ex-
trato de pulmdo e figado no caso), quando se conheciam as
concentracoes CcubP’ da mesma solugdoc-problema, e CcubR da
solugao de recuperagiao, ambas na cubeta. Frizemos que 0 va
lor 0,5 exprime o mddulo da concentragdo conhecida adiciona
da ao balao b?R'

As concentragoes Coubp © Ceyppe foram determ1n3_
das introduzindo-se a respectiva intensidade de fluorescén-

cia num grafico de curva padrio.
2.2.4. Determinacao da Curva Padrao

Em cada experimento foi tracada uma curva pa-
drao, empregando-se solugBes histaminicas de concentragoes
0,05; 0,105 0,25; 0,50 e 1,00 pg/ml (padroes externos). Es
tas concentragoes, "plotadas" contra as respectivas intensi
dades de fluorescencia relativa, determinam pontos que defi
nem uma reta (Fig. 2.1). 0 branco padr3ao foi obtido com
acido cloridrico 0,1 N, o qual foi também utilizado como

solvente da histamina.
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Para o tratamento fluorescente, tomaram-se 2 ml
de cada solugdo padrdo, inclusive o branco, em tubos de en-
saio, sendo a seguir submetido ao que foi exposto na 2a.

etapa do ensaio fluorimétrico.

o~ 1,0 4
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=
0,257
=
w
2
o 0.10f
o 0,051 ) ' .

10 20 30 40 50 60

INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA RELATIVA

FIGURA 2.1. Curva padrao {externo). Concentracdao de hista-
mina em funcao da intensidade de fluorescéncia

relativa.
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2.2.5. Calculo da Concentracio de Histamina nas Amostras

A aplicacao da fﬁrﬁu]a IT a cada amostra, permi
tiu detefminar a sua respectiva concentracdo de adicao ao
balao b]. Porem, ao passar para o baldo b1, a histamina
contida na amostra ja ter3a sofrido dois processos de dilui-
cao.

19 Processo: ocorreu quando o tecido foi homoge-
neizado em 12 ml1 de acido perclorico 0,4 N. Esta diluicdo

obedeceu a equacgao.

Fpy = [VapIml + |vaml 111
{Maf g

onde

FD1 = fator que indica quantas vezes a concentragdo his
taminica se tornou menor, neste primeiro processo
de diluigao.

[Vap|ml = mdodulo do volume de acido percldrico, expresso em
ml (empregaram-se, por conveniéncia, 12 ml em to
dos 0s experimentos).

[Va'|ml = mGdulo do volume da amostra de tecido, dissolvida,
expresso em ml.

[Ma| ¢ = mddulo da massa da amostra, expresso em gramas.

29 Processo: ocorreu pelo fato de 3 ml da solu-
¢ao da amostra serem diluido a 4 ml, pelo acréscimo de 1 ml
da solucao 0,1 N de acido cloridrico aoc baldo b,. Esta di-

luigao foi definida pela equacgdo:

FD2 = 4/3 IV
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Era nessa concentragao, apos sofrer duas dilui-
¢coes consecgtivas, que a histamina permanecia no baldo b?‘
Logo, multiplicando-se a concentragao Cb]p’ encontrada a-
traves da formula II, por ambos estes fatores, determinou -
se a concentracao real que a histamina deveria ter nas amo§

tras de tecido. Chamando de CHT (concentragao de histamina

nos tecidos) a esta concentracao, tem-se pois:

C

CHT(ug/g) - _|vaplml + Jva'|mi N 0,5 . __CubP VI
IMa| g 3 CoubR

Esta equacao final permitiu determinar a concen-
tragao de histamina de uma amostra de tecido pulmonar ou he
patico.

Para determinar o volume de cada amostra de pul-
mao normal e edemaciado e do figado, utilizaram-se os seus
respectivos valores de porcentagem de tecido seco e Gmido.

Desta forma, o volume 17quido foi determinado por:

VL = % L x |Ma]

onde:

VL = volume liquido

%L = porcentagem de 17quido do tecido
|Ma| = massa da amostra.

0 restante, ou seja, o volume da parte solida
(Vs) de cada amostra foi determinada por medida do volume
ocupado por certa quantidade de tecido seco, reduzido a po.
Assim, o tecido seco (Ts), expresso em grama, correspondey
a um volume (Vx) expresso em ml.

Esta relagao foi aplicada 3 cada amostra apos

ter sido determinado a massa do seu peso seco (Ps) expresso
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em grama. Desta forma:

vs(m) = —s(a) X Yx(m)
Ts(g)

0 volume total da amostra (|Va'|ml) resultou da
soma dos dois volumes determinados a partir da procentagem

de 1iquido e da porcentagem de peso seco. Assim:

[va'iml = VL + Vs
2.3. LAVAGEM DA VIDRARIA

Para limpeza do material de vidro empregou-se lo
go apos o uso, 0 que Se segue:

1. Enxaguadura em agua corrente, até maxima remo
¢ao do material aderido.

2. Submersao em solugio detergente e agitagao des
te material no interior de cada_frasco; inclusive pipetas.

3. Lavagem com agua de torneira até completa re-
mocao do detergente.

4. Imersao em nova solugao detergente deixando -
se pernoitar,

5. Enxaguadura 6 vezes en agua corrente, repetin
do-se esta operacac com agua destilada e, depois com agua
bi-destilada.

6. tratamento do interior de todos os frascos com
acido nitrico 50% (as pipetas eram mergulhadas neste
1iquido), onde se deixava permanecer por 20 minutos. ( Esta
operagao foi repetida a cada trés experimentos).

7. Finalmente enxaguadura 4 vezes em agua desti-
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lada e o mesmo em agqua bi-destilada, Secagem em estufa a
36°C.

8. Lavagem da cubeta de quartzo no final de cada
sessdo experimental com dgua destilada e tratamento com aci
do nitrico  a quente. Remogao do acido residual com 3gua
bi-destilada. Secagem espontdnea, em ambiente livre de "con

taminacao”.
2.4. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para o processamento estatistico dos dados, com-
parou-se cada grupo cirurgicamenfe tratado com seus respec-
tivos controles. |

As concentracoes histaminicas foram divididas por
1.000.000, passando os valores para gkama/grama e apos, ex
traiu-se a raiz quadrada.

As porcentagens de tecido seco foram divididas por
100 e transformadas pela funcio normalizadora arc sen VP.

Sobre estes valores finais da concentracio hista
minica porcentagem de tecido seco e os dados de peso dos or
gaos aplicou-se o teste "t" de Welch (Bickel & Doksum, 1977).

Admitiu-se como n3o significantes os valores de

p acima de 0,05.
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2.5. TECNICA HISTOLDUGICA

Para a avaliacdo histoldgica dos pulmdes, escolhe
mos um animal de cada grupo. Apds a morte dos animais, retj
ramos os pulmdes, com traquéia e tecido mediastinal, que fo-
ram preparados para fotografia macroscopica. Sendo em segui
da colhido um fragmento do pulmio e fixado durantg 24 horas
em 17quido de Bouin (solugdo aquosa saturada de acido p?cff—
co, formol a 40% e_EcidolacEtico glacial, na proporgio de
75: 25 5). Apds a fixacdo, o material foi lavado em agua
corrente para retirar o excesso de acido picrico. Posterior
mente e peca foi desidratada em alcool com graduagﬁo.cresceg
te de 70" até o absoluto, clarificada em xilol e incluida
em parafina. O0s cortes com 6 um foram montados para poste
rior coloracao por Hematoxilina Eosina, Aldeido Fucsina e
Azul de Toluidina a 0,1% em tampao fosfato, pH 4,0. Estas
duas ultimas coloracoes destinaram-se 3 identificacao de

mastocitos.
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3. RESULTADOS
3.1. TEMPO DE SOBREVIVENCIA

0 tempo de sobrevivencia dos animais vagotomiza~
dos que compreende desde ¢ momento que o animal se recupera
da anestesia e inicia o exercicio até a morte por edema pul
monar, estao representados na tabela 3.2. 0s seus respecti
vos controles tiveram o mesmo tempo de sobrevivencia.

Os animais vago-adrenalectomizados e seus contro
les permaneceram em exercicio por tempo fixo de 90 minutos,
(conforme tabela 3.2).

Observa-se que os animais vagotomizados tiveram
um perfodo de sobrevivéncia muito curto (X = 31,5 min) sen-
do que os vago-adrenalectomizados exercitaram-se normalmen-

te durante 90 minutos.
3.2. PESO DOS PULMDES E FIGADOS

Nos animais vagotomizados e submetidos a exerci-
cio fisico, observa-se que o peso pulmonar & quase duas ve
zes maior que o dos seus controles - Tabela 3.3. - apresen
tando peso pulmonar (2,65 + 0,70) significativamente maior
~que os controles (1,38 + 0,15), (p < 0,0007).

Por outro lado, a vago-adrenalectomia e exerci-
cio fisico ndo alteram significativamente o peso  pulmonar
(1,74 + 0,19) em relagdo ao controle (1,56 + 0,23) (p>0,090)
- Tabela 3.3.

0 peso dos figados dos animais vagotomizados nao

exibiu alteragdo significativa quando comparado ao grupo
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controle (p > 0,20), embora os seus pesos pulmonares tenham
se elevado bastante. Também, os vago-adrenalectomizados nao
exibiram alteracao no peso do figado (p > 0,70) - Tabela

3.4.
3.3. PORCENTAGEM DE TECIDO SECO

A vagotomia seguida de exercicio fisico diminuem
a porcentagem de tecido seco pulmonar em relagaoc ao contro
te (CV) (p < 0,05) - Tabela 3.5. Atuando simultaneamente a
vagotomia e adrenalectomia nos animais, niao ha alteracao
da ‘porcentagem de tecido seco pulmonar comparando-se ao con
trole (CVA) (p > 0,85).

No figado, a porcentagem de tecido seco entre os
vagotomizados e controles, exibiu uma diferenca significati
va (p < 0,05) - Tabela 3.6. Entretanto, nos vago-adrenalec
tomizados o peso seco hepatico nio se alterou em relacgiao ao

seu controle (p > 0,50) - Tabela 3.6.

3.4. TEOR DE HISTAMINA NOS PULMOES E FIGADOS DOS RATOS VAGO
TOMIZADOS, VAGO-ADRENALECTOMIZADOS E SEUS RESPECTIVOS
CONTROLES SUBMETIDOS A EXERCICIO FISICO.

As concentragoes de histamina obtidas das amos-
tras de pulmoes e figado dos ratos vagotomizados, vago =~
adrenalectomizados e seus controles estio representados-nas
tabelas 3.7 e 3.8.

Observa-se nos vagotomizados, que a concentracgao
de histamina pulmonar & bem menor que a dos pulmoes dos con

trole (CV) (p < 0,001). Entretanto, nos ratos vago-adrena-
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Tectomizados a concentragd@o histaminica pulmonar, em rela-
cao ao normal controle nio sofreu alteracao ~ significante
{(p > 0,19).

Quanto a concentragdo de histamina hepitica, ob-
serva-se que tanto a vagotomia quanto a vago-adrenalectomia
nao alteram seu contelido. Conforme a tabela 3.8, a concen-
tracao nos ratos vagotomizados em relacao ao normal, nao se
alterou (p > 0,75) e 0 mesmo ocorreu com oS vago-adrenalec-

tomizados (p > 0,25).
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TABELA 3.1. - Peso dos animais (g) vagotomizados, vago-adre-

nalectomizados e seus respectivos controles.

Rato Peso Animais (g)

no cv v CVA VA

1 255 285 380 355

2 285 305 360 325
3 385 300 305 410
4 300 331 340 335
5 290 315 350 342
6 325 345 345 335
7 380 390 354 355
8 340 378 360 338
9 280 245 355 374
X 315,56 321,56 349 352,11
SD 45,3 15,4 20,3 26,1

p > 0,75 p > 0,80

CV - Controle com operacdo simulada de vagotomia
v - Vagotomizados
CVA - Controle com operagdo simulada de vago-adrenalectomia
VA - VYagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.2. Tempo de sobrevivéncia (exercicio) dos ratos va-
gotomizados e de exercicio dos vago-adrenalecto-

mizados e seus controles.

Tempo de Exercicio (min)

Rato Cv v CVA VA
1 12 12 g0 90
2 12 12 90 90
3 100 100 30 90
4 17 17 90 90

44 44 90 90
6 40 - 40 90 90
7 9 g 90 | 90
8 40 40 90 90
9 10 10 90 g0

X 31,5 31,5 90 90
CV - Controle com operagdo simulada de vagotomia
v - Vagotomizados
CVA - Controle com operacdo simulada de vago-adrenalectonmia
VA - Vagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.3. Peso pulmonar dos ratos vagotomizados, vago-adre

nalectomizados e controles.

Peso Pulmonar (g)

Rato
no cv. v CVA VA
1 1,19 2,67 1,29 1,77
2 1,35 3,45 1,38 1,63
3 1,41 1,99 1,34 1,49
4 1,28 2,49 1,49 1,75
5 1,57 2,23 1,60 1,87
6 1,31 1,45 1,64 1,97
1,54 3,62 1,85 1,76
8 1,56 2,84 1,54 1,48
9 1,24 3,15 1,99 2,02
X 1,38 2,65 1,56 1,74
SD 0,14 0,70 0,23 0,19
P < 0,0001 P> 0,090
Cv - Controle com operacao simulada de vagotomia
) - Vagotomizados
CVA - Controle com operagao simulada de vago-adrenalectomia
VA - Vagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.4. Peso do figado dos ratos vagotomizados, vago a~

drenalectomizados e controles.

Rato - Peso Figado (g)

ne Cy v CVA VA

1 10,33 - 11,60 10,91 10,62

2 10,66 11,31 11,66 11,09

3 10,86 10,23 8,89 9,33

4 11,03 12,07 11,10 10,72

5 9,45 10,37 10,48 10,26

6 9,17 11,29 9,51 1,23

7 13,41 11,20 11,26 12,02

8 10,69 15,06 10,81 39,00

9 9,99 9,60 11,89 12,94

X 10,62 11,41 10,72 10,91

SD 1,22 1,57 0,97 1,08
p > 0,20 ' p > 0,70

CV - Controle com operacdo simulada de vagotomia

v - Vagotomizados

CVA - Controle com operacdo simulada de vago-adrenalectomia

VA - Vagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.5. Porcentagem de tecido seco pulmonar dos ratos

vagotomizados, vago-adrenalectomizados e con-

troles,

Porcentagem de Tecido Seco Pulmonar

Rato

no Cv v CVA VA

1 25,80 . 22,31 18,99 24,74

2 36,16 16,27 19,88 25,83

3 19,87 20,18 17,78 19,47

4 17,97 16,01 27,78 20,60

5 19,48 15,01 19,50 20,89

6 14,02 19,91 20,20 18,79

7 18,75 12,61 26,13 21,54

8 19,95 16,17 17,94 18,54

9 25,91 12,83 19,89 19,64

; 21,99 16,81 20,89 21,11

Sh 6,47 3,34 3,55 - 2,56

;* 0,4848 0,4209 0,4736 0,4768

SDy 0,0758 0,0445 0,0426 0,0310

p < 0,05 p > 0,85

0BS.: Os valores de p referem-se a g* e SD, dos dados da
tabela divididos por 100 e transformados pela fungao
normalizadora arc sen VP,

Cv Controle com operagdo simulada de vagotomia

v Vagotomizados

CVA Controle com operacao simulada de vago-adrenalectomia

VA Vagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.6. Porcentagem de tecido seco do figado dos ratos
vagotomizados, vago-adrenalectomizados e contro

les.

Porcentagem de Tecido Seco do Figado

Rato
no cv v CVA ‘ VA
1 28,79 26,98 28,97 30,02
27,59 27,73 26,94 28,76
3 24,57 24,85 28,95 28,61
4 28,27 20,91 27,99 27,63
5 28,66 26,57 28,11 28,41
6 27,45 25,05 27,91 28,46
7 27,89 28,33 28,96 28,34
8 29,51 25,76 24,76 27,43
9 28,83 22,61 28,23 26,43
X 27,95 25,42 27,86 28,23
) 1,42 - 2,40 1,33 0,99
¥
X, 0,5569 0,5280 0,5560 0,5601
SD, 0,0161  0,0280 0,0157 0,0111
b < 0,05 p > 0550

OBS.: 0s valores de p referem-se a y* e $D, dos dados da ta
bela divididos por 100 e transformados pela funcao -
normalizadora arc sen V P,

CY - Controle com operagao simulada de vagotomia

v - Vagotomia

CVA - Controle com operagdo simulada de vagotomia e vago-a-
drenalectomia

VA -~ Vagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.7. Concentragdao de histamina pulmonar dos ratos
vagotomizados, vago-adrenalectomizados e con-

troles.

Concentragao de Histamina (ug/g) pulmonar

Rato

n9 Ccv v CVA VA

1 6,72 2,51 14,64 14,03

pd 7,97 6,26 15,44 . 16,89

3 12,32 5,62 18,63 15,53

4 8,89 5,15 9,52 15,23

5 16,61 6,66 12,42 20,82

6 13,20 8.44 17,11 7,41

7 11,64 7,42 21,05 7,60

8 15,53 9,22 27,40 12,51

9 13,85 5,29 11,93 9,79

X 11,85 6,28 16,46 13,31

Sb 3,39 1,98 5,42 4,45

X, 0,0034100 0,0024747 0,0040105 0,0036007
SD, 0,00051%0 0,000426 0,000650 0,000625

p < 0,001 p > 0,19

0BS.: Os valores de p estdo relacionados a X, e SD, dos dados
da tabela acima, divididos por 1.000.000 e extraida a

sua raiz.
CV - Controle com operacao simulada de vagotomia
v - Vagotomia

CYA - Controle com operacdo simulada de vagotomia e vago-adre
nalectomia

VA - Vagotomizados e adrenalectomizados.
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TABELA 3.8. (oncentragdo de histamina no figado dos ratos
vagotomizados, vago-adrenalectomizados e con-

troles,

Concentracao de Histamina (ug/g) Hepatica

Rato

no cv v CVA VA

1 1,21 1,14 1,46 1,41

Vd 1,60 1,42 1,84 2,73

3 1,27 2,06 2,68 2,25

4 1,32 1,37 1,67 2,18

5 1,71 1,66 1,34 2,11

6 1,79 1,94 3,19 0,87

7 0,97 2,17 2,64 2,86

8 2,56 1,27 3,22 1,64

9 1,17 1,03 3,08 1,40

X 1,51 1,56 2,34 1,93

SD 0,47 0,41 0,76 0,65

X4 0,0012170 0,0012401 0,0015124 0,0013729

SD, 0,000184 0,000165 0,000258 0,000246
p > 0,75 p > 0,25

0BS.: Os valores de p estdao relacionados a Xy e SD, dos dados
da tabela, divididos por 1.000.000 e extraida a sua

rajz.
CV. - Controle com operagdo simulada de vagotomia
v - Vagotomia

CVA - Controle com operacdo simulada de vagotomia e vago-adre
nalectomia

VA - Vagotomizados e adrenalectomizados.
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3.5. EXAME MACROSCOPICO DOS PULMDES

Os pulmdes dos animais controle com operacgao si-
mulada de vagotomia e vago-adrenalectomia, mostraranm aspec~
to normal, de coloracdo roseo, brilhante, esponjoso e elds-
tico. Ao contrario, os pulmdes dos animais vagotomizados
tinham caracteristicas anormais, com coloragao roseo escuro
apresentando manchas vermelhas lembrando hemorragia, densos
e com pouca elasticidade. Em relagao ao pulmio dos contro-
les apresentava volume bem maior. Uma caracteristica impor
tante era o fato de haver grande saida de espuma pela tra-
quéia {como & visivel na fotografia). Nos animais vago - a
drenalectomizados os pulmdes apresentavam aumento de volu-
me, mas nao tanto quanto os vagbtomizados, tinham aspecto

roseo escuro, menor elasticidade e aspecto esponjoso.



FIGURA 3.1.

FIGURA 3.2.

Pulmao de rato controle com Operacac

de vagotomia.

Pulmae de rato vagotomizade {ventral)

A
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simulada



FIGURA 3.3. Pulmdo de rato vagotomizadn {posterior).

FIGURA 3.4. Pulmao de rato controle com operacao simulada

de vagotomia e adrenalectomia.
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FIGURA 3.5.

Pulmao de rato vago-adrenalectomizado.

G



3.6. EXAME MICROSCUPICO DOS PULMDUES
Colapso Enfisema Edema Méstécitos_
parcial alveolar alveolar

cy 0 0 o +p

¥ + + + +

CVA U 0 g ++

VA + + + 4

Criterio: 0 {zero) a +++ {trés cruzes)

Observagao: A pesquisa de mastocitos foi feita na pleu-
ra visceral e no tecido conjuntivo que en-
volve 0s bronquios e as pequenas arterias
pulmonares. A avaliacao da quantidade de
mastocite foi feita atraves de cuidadosa ob
servacac de cada campo &, finalmente, uma
analise subjetiva permitiu = concluir que nos
pulmdoes de ratos vagotomizados, os mastoci-
tos eram mences presentes que-nos - animais
dos outros grupos.

CY¥ e CVA: Aspectos de normalidade do orgdo. {Fig. 3.5 ]
3.9).
YA: Presenga de determinadas areas de atelectasia princi-
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palmente de localizacao sub-pleural, hemorragia intra-

alveolar, congestac e espessamento septal e edema dis

creto. {Fig. 3.10)

Desarranjo morfologico da configuracaoc alveolar com

evidente reducao da luz alveclar, presenca de edema e

material fibrinar na luz de alguns alveolos. {Fig. 3.7

N+ D & Y 1



&1

FIGURA 3.6. Pulmao de rato controle com operagao simulada

de vagotomia (aumento 400 x}

FIGURA 3.7 Pulmao de rato vagotomizado {aumento 400 x)



FIGURA 3.8,

FIGURA 3.9,
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Pulmdo de rato vagotomizado (aumento 640 x)

Pulmédo de rato centrole com operacao simulada

de vagotomia e adrenalectomia (aumento 400 x).



FIGURA 3.10.
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Pulmao de rato vago-adrenalectomizado (aumen-

to 400 x}.
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4, DISCUSSAD

4.1. METODO

Muitas teécnicas tém sido empregadas para se eSti
mar o teor histaminico dos tecidos, além do ensaio fluorime
trico (Shore, Burkalter & Cohn, 1959). As primeiras se ba
seavam na atividade bid?ﬁgica da histamina em Oorgaos isola-
dos tais como Tleo de cobaia (Barsoum & Gaddum, 1935, Mc:
Intire, 1966; Vugman & Rocha e Silva, 1966). Tambem foi
usado o ensaio colorimetrico, que se seguia ao tratamento
da histamina com sal diazdnico (Rosenthal & Tabor, 1948 ;
Sawicki et alii, 1970) ou dinitrofluorobenzeno (Mc Intire ,
White & Sproul, 1950; Lowry et alii, 1954}.

0 que nos levou a optar pelo método fluorime -
trico de Shore et alii-(1959), foi o fato de ser uma tecni
ca simples e precisa, a qual tem sido continuamente aperfei
goada no sentido de se tornar mais sensivel e especifica.

Ao inves de se trabalhar com amostras de um gra
ma homogeneizada em 9 m1 de acido perclérico 0?4N, confor-
me preconiza o metodo original, utilizamos amostras de peso
entre 1 a 2 gramas homogeneizada em 12 ml de acido perclori
co (Pereira, 1981), empregando areia lavada na homogeneiza -
gio; 0 aumento do volume do solvente permitiu tanto o acres
cimo da areia lavada, como de amostra de massas maiores, sem
alteragao sensivel na concentracio do homogeneizado, a qual
era devidamente corrigida.

Em desacordo, mais uma vez, com o preconizado por

Shore, empregou-se para cada analise, uma aliquota de 3 e

ndo de 4 ml do homogeneizado tecidual (Pereira, 1981). Po-
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rem este volume (4 ml) era restabelecido quando se acrescen
tava 1 ml de acido cloridrico 0,IN no primeiro baldo de’ en
saio (b}), contendo a solugdo problema ou 1 ml de acido clo
ridrico 0,IN levando 2 ug de histamina dissolvidos, em cada
"baldao de recuperagao®.

Outra variacao metodologica foi a homogeneizacido
do tecido mediante trituracdo com areia lavada (Moura,1979),
usando-se almofariz e pistilo manual de porcelana, ao inves
de homogeneizador el@trico de vidro, empregado rotineiramen
te por outros investigadores (Shore et alii, 1959; Anton &
Sayre, 1968; Hakanson et alii, 1972). Esta homogeneizacdo
com areia, facultaria encontrar um teor histaminico maior
que o encontrado utilizando .o homogeneizador elétrico (Pe-
reira, 1981),

Embora Noah & Brand (1961) houvessem introduzido
a utilizacdo do OPT a 0,1% em metancl, ao inves de 1% como
no metode original, optamos pela concentracao de 0,2%, a
qual foi considerada 0tima por Hakanson et alii (1972). Es-
tes autores testando a solug3do a 0,1% e comparando os resul
tados obtidos com os da solugado a 0,2%, observaram que, COm
aquela, a intensidade de fluorescencia da histamina se redu
zia acerca de 10%, enquanto que, com esta, ela se mantinha
inalterada; e, alem disso, com a solucao a 0,2% a intensida
de de fluorescencia do branco decaia para menos da. metade,
sem prejuizo nos ganhos de reprodutibilidade e estabilidade
do metodo, os quais haviam sido apontados por Redlick e
Glick (1965) quando estudaram o ensaio com solucdo a 0,1%.

De muita importancia € a alcalinidade do meio em

que deve ocorrer a condensagdo da histamina com o OPT. Tra

balhamos com o pH em torno de 12,6, o qual se encontra den-
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tro da faixa observada como otima (12,4 a 12,7) por Hakanson
et alii (1972), no que diz respeito a intensidade de fluo-
rescencia,

Outra preocupacao dos pesquisadores era conse~
guir a estabilidade do fluoroforo com alta sensibilidade |,
ou seja, com intensa fluorescencia. Shore et alii (1959)
haviam conseguido boa estabilidade acidificando o meio a um
pH de aproximadamente 0,8, porem, Kremzner & Wilson (1961)
conseguiram aumentar a sensibilidade em relagio ao metodo
original, elevando o pH a valores entre 2 e 4. Posterior -
mente Hakanson et alii (1972) verificaram que a faixa de
variacao do pH para a estabilizacdo da fluorescencia depen-
dia do acido usado, uma vez que, com a-utilizagao do acido
citrico, uma intensidade otima de fluorescéncia era conse-
guidaucom.o pH entre 2 e 3,5 e, com acido sulfurico, com pH
entre 2 e 7.

Optamos pela utilizacao do acido citrico 2M, aca
tando as sugestoes de Anton & Sayre (1968), que verificaram
ser estavel a intensidade de fluorescéncia quando este aci-
do @ empregado na reagdo de condensagio, mesmo com alguma
variagao de volume. Desse modo, refutamos as opinides de
Kremzner & Wilson (1961), para o uso do acido fosforico .,
por sua grande capacidade tamponante, e acatamos, em parte,
as observagoes de Hiakanson et alii (1972), que sugeriram o
emprego do acido cTtrico ou sulfurico.

A preparacao do branco e també&m importante, pois
do processo como foi obtido, muito dependerdo os niveis his
taminicos encontrados. 0 "branco reverso” usado no ensaio
original, era conseguido tratando-se com OPT uma das solu-

¢oes oriundas do tecido examinado, porém, apos a acidifica-
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cao fina]. Seus preconizadores acreditavam que nestas con-
dicoes apenas a histamina deixaria de fluorescer. Entretan
to, foram constatados materiéis que reagem com o OPT em
meio alcalino, provocando fluoresce@ncia nao especifica, mas
que nac o fazem em solugdo acida. Deste modo, o "branco rg:
verso” daria uma leitura baixa de fluorescéncia nao especi-
fica, conduzindo para valores falsos para a quantificacao
da histamina (Atak, 1977). Diante deste fato, preparamos
um reagente branco em que o extrato tecidual era substitui-
do por acido percldrico 0,4N, homogeneizado com areia lava-
da e centrifugado (Pereira, 1981). Analogo ao que se fazia
com o extfato.das amostras, 3 ml do sobrenadante eram toma-
dos e segdia—se com o procedimento normal, preconizado por
Shore et alii (1959).

A escolha do método fluorimeétrico, acrescido do
que melhor descobriram os pesquisadores. no sentido de aper-
feigoa-lo, parece ter-nos proporcionado excelentes condi-
¢oes para a quantificacdo da histamina pulmonar e hepatica.

No calculo da concentracdo da histamina nas amos
tras, aplicamos sobre a formuta II duas multiplicacdes refe
rentes as diluic¢des sofridas pela amostra antes de passar
pelo baldo by (la. etapa do método fluorimétrico) onde se
iniciava a extracado da histamina. A primeira diluigdo obe

deceu a -equagdo (III):

[Vap|m]l + |Va']

[Ma]g

F

D1

0 Va' referia-se ao volume de amostra de pulmdo

ou figado utilizada para a extragdo e dosagem da histamina.
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Como o pulmdo & constituido de um tecido que con
tém espagos preenchidos por ar, e, este espag¢o, com o de-
senvolvimento do edema passaria a ser ocupado por 1iguido
em proporcgoes diferentes variando de animal para animal »
foi-nos impossivel estabelecer uma densidade para o tecidd
pulmonar que pudesse ser aplicada a todas as amostras. As-
sim sendo, optamos por calcular o volume total das amostras
partindo das porcentagens de tecfdo seco e umido de cada
amostra, coﬁforme exposto no Ttem 2.2.5.

Acreditamos que a metodologia aplicada para 0
calculo do volume da amostfa possa ter apresentado alguma
margem de erro, constante para todas as amostras, a qual
consideramos desprezivel em relacdo aoc erro que existiria
estabelecendo uma densidade fixa para teodas as amostras pul
monares. Para uniformidade dos calculos, aplicamos a mesma

metodologia para as amostras de figado.
- 4.,2. ETAPAS EXPERIMENTAIS

A prevencao do edema pulmonar agudo em ratos sub
metidos a vagotomia e exercicio fisico pela adrenalectomia
e anti-histaminicos, aliada a hipotese de que 0 mecanismo
do edema pulmonar poderia estar ligado @ liberacdo de hista
mina, a nivel pulmonar (Maciel, 1970) constituiram o funda-
mento deste trabalho.

AR presenga de grande quantidade de "cininas" ati

vas nos pulmoes e figado dos animais vitimados por edema
pulmonar agudo, relatado por Di Mattei (1962), nos levou a
realizar dosagens de histamina nestes dois orgdos.

Foi demonstrado que o0 exercicio desencadeia e
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acelera marcadamente o edema pulmonar agudo em ratos previa
mente vagotomizados, sendo que esta alteracdo se caracteri-
za pelo aumento de peso dos pulmdes e pela eliminacdo de
plasma em forma de espuma dos bronquios dos animais (Me11q,
1965). Maciel (1970) confirmou estes resultados. Desta
forma, optamos por submeter todos os animais a exercicio a-

pos o tratamento cirirgico, para acelerar o processo agudo.

4.2.1. Avaliagao dos Pesos Pulmonares e Relacdo Peso Omido-

Peso Seco.

A avaliacao do edema pulmonar tem sido realiza-
da por varios metodos e o considerado mais preciso para es-
ta avaliacdo & o das porcentagens (Borison & Kovacs, 1959 ;
Rech & Borison, 1962). Maciel (1970) aplicou este metodo
de determinacgao das porcentagens relativas ao peso dos pul
moes e ao peso corporal para avaljacao do edema pulmonar de
ratos vagotomizados ou vago-adrenalectomizados e submetidos
a exercicio fisico. Desta forma, jd@ & conhecido o grau de
edema para cada grupo do presente experimento, A vagotomia
e exercicio promovem edema pulmonar e a adrenalectomia 0
previne. Para esta avaliacao e necessario que os pulmoes
sejam pesados com mediastino e traqueia. Como o objetivo
deste trabatho nao incluia a avaliacdo do edema,.realizamos
somente pesagem dos pulmoes livres dos tecidos mediasti-
nais e traquéeia,

Quanto ao peso pulmonar, observamos que nos ani
mais vagotomizados o pulmdao e quase duas vezes mais pesado
que o dos animais do grupo controle (CV), o que concorda

com os dados de que a vagotomia promove edema pulmonar agu-
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do. Nos animais submetidos 2 vago-adrenaltectomia, o peso
pulmonar sofreu um ligeiro aumento, mas ndo considerado sig
nificante em relagdo ao seu grupo controle (CVA), confirman
do tambem as observagées de que a adrenalectomia previne o
desenvolvimento do edema pela vagotomia.

Como os animais vagotomizados apresentaram peso
pulmonar proximo ao dobro dos pesos normais, era de se su-
por que este acrescimo de peso se devesse somente 3 entra-
da de 1iquido nos pulmdes e que, portanto, a porcentagem de
tecido seco pulmonar dos animais deste grupo fosse proximo
d& metade da porcentagem do tecido seco pulmonar observado
nos controles (CV). Mas isto ndo ocorreu, embora exista
uma diferenga significante. A explicacdo para este fato
poderia estar nos resultados obtidos por Staub (1974) que
verificou, em pulmoes humanos, que a quantidade de tecido
seco pulmonar no edema aumenta devido &s. proteinas no flui-
do do edema.

A porcentagem de tecido seco pulmonar dos ratos
vago-adrenalectomizados e seus controles (VA) foi pratica -
mente a mesma, indicando que nac houve ocupacao de fluido
nos espagos aeéreo pulmonar nos animais vago-adrenalectomiza

dos.

4.2.2. Avaliagao dos Pesos dos Figados e Relacdo Peso Umido

-Peso Seco

0 peso dos figados nao apresentou variagao sig
nificante entre os grupos. Desta forma, a vagotomia, bem
como a vago-adrenalectomia nao afetaram o figado no sentido

de aumentar seu peso.
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Em relagao a porcentagem de tecido seco do figa-
do entre os animais vagotomizados e seus controles (CV) ,
houve uma diferenga estatisticamente significante, onde o
vagotomizado apresentou uma porcentagem menor. Esta dife-
renca poderia ser devido a um aumento de liquido no figado
do rato vagotomizado, mas nada podemos afirmar uma vez que
o peso a fresco nao exibiu aumento significante.

Quanto & porcentagem de tecido seco do figado en
tre os ratos vago-adrenalectomizados e seus controles (CVA)
nao houve alteragao, portanto a quantidade de 1iquido no f7

gado permaneceu constante assim como o peso fresco.

4.2.3. Teor Histaminico nos Pulmdes de Ratos Vagotomizados,

VYago-adrenalectomizados e Controles.

0 mecanismo de formagdo do edema de varias etio-
logias e muito discutido. 0 fato do edema neurogénico nao
ser alterado pela vagotomia e simpatectomia toracica bila-
teral e ser prevenido pelo bloqueador ganglioplégico: deu
origem a hipotese de que o edema resultaria de uma estimula
¢80 autonoma generalizada (Sarnoff & Sarnoff, 1952). Alem
disso, a via simpatica tem sido apresentada como responsa-
vel pelo edema pulmonar neurogenico (Luisada, 1967; Simmons
et alii, 1969; Chen, Sun & Chay, 1973; Harry, Gambil &
Eggers, 1977; Milley, Nugent & Rogers, 1979}, os autores
ressaltaram uma grande influencia de fatores hemodinamicos
envolvidos no processo. Ainda, o fato da adrenalectomia
prevenir o edema causado por lesdo hipotalamica (Nathan &
Reis, 1975) e vagotomia (Maciel, 1970) Tevou a proposicgao

de que as adrenais e adrenalina tem grande participacao.
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Segundo Rech (1966) o fator determinante para o
edema pulmonar causado pela vagotomia cervical bilateral .
seria a perda de impulsos aferentes vagais para o SNC, ocor
rendo neste processo um desequilibrio da inervagao simpati
ca dos capilares pu1monares'e/0u liberagao de uma substﬁn;
cia humoral de origem central.

Entdo, dentre as vdrias hipotese do processo de
formacao do edema pulmonar foi proposto que ele seria causa
do por: a) uma substancia humoral; b) por acdo do siste-
ma nervoso autonomo simpatico através das adrenais ou da
estimulagao autonoma generalizada; c) fatores hemodinami -
cos. Devido ao fato da rede capilar pulmonar - apresentar
baixa resistencia periferica, torna aceitivel a idéia de
que sofra grandes influencias hemodinamicas. Mas, isto se
torna questionavel uma vez que: Campagnole (1983) observou
que os ratos que morriam com edema por lesdo no ntcleo do
trato solitario, quando tratados com anti-hipertensivos do
tipo reserpina e fenoxibenzamina. o edema ocorria em ausen-
cia de hipertensao e, com clorpromazina a hipertensao perma
necia e o edema era abolido, atribuindo o autor 3 morte do
animal por edema pulmonar, a fatores nao hemodinamicos.

E Hoff et alii (19871) e Uria et alii (1981) veri
ficaram que no edema pulmonar neurogenico a pressao arte-
rial sistémica permanece inalterada e a pressao arterial
pulmonar € o Unico dado a se alterar. Isto fez com que pro
pusessem que a descarga simpatica evocada pelo cérebro afe-
taria diretamente a rede pulmonar. E em relacac ao edema

por vagotomia cervical bilateral no rato, Lagneaux, Leconte

& Bodson (1982) verificaram que logo apds a vagotomia, a

pressao arterial pulmonar n3o se altera.
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Estes dados sugerem que o desequilibrio da iner-
vagao simpatica, como propds Rech (1966), pode estar envol-
vido, mas atuando de outra forma que n3o hemodinamicamen -
te.

Nossos resultados concordam com a hipotese de
que as adrenais estejam envolvidas na formacao do edema pe-
la vagotomia, uma vez que 0s animais vago-adrenalectomiza -
dos apresentaram peso e porcentagem de tecido seco pulmo-
nar semelhante aos controles (CVA), tiveram um tempo de e-
xercicio, em média, maior que os vagotomizados suportando
bem ao exercicio a que foram submetidos, demonstrando pre
vencao do edema e da morte dos animais. Ao contrario, 0s
vagotomizados exercitaram-se com maior dificuldade e morrer
ram durante o exercicio, com edema pulmonar agudo dentro de
um espag¢o de tempo, em média, menor que 0s vago-adrenalecto
mizados.

A concentragao de histamina nos pulmoes dos ra-
tos vagotomizados resultou menor do que nos pulmbes dos seus
respectivos controles (CV). Assim sendo, a histamina pode
ria ser o fator humoral participante no edema por vagoto-~
mia, como propuseram Borison & Kovacs, (1959); Rech, Mc-
Carthy & Borison, (1962); Rech, (1966).

A deplecao histaminica nos pulmdes edemaciados
corrobora a hipotese da participacdo da histamina na forma-
¢ao do edema, suportada na obtencao da potenciagdo do ede
ma apos vagotomia pela histamina (Aitken & Sanford, 1972) ,
e na prevencao do edema pulmonar por inalacdo de vapor quen
te (Aviado, 1959) e vagotomia (Maciel, 1970) com o wuso de
anti-histaminicos.

A alteracao do conteudo histaminico pelo edema
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pulmonar, tambem estd de acordo com os dados da diminuigao
da concentragao da histamina pulmonar pelo edema induzido
por cloridrato de amdnio (Jaques , 1954), epinefriﬁa’(Rats-
child & Oliveira Antonio, 1977) e neurogénico (Voelkel et
alii, 1981).

Schayer (1959) verificou que a adrenalina e a no
radrenalina aumentam a atividade da histidina descarboxila
éé "in vitro", no camundongo, e mais tarde sugeriu que exis
te um balango entre catecolaminas e histamina para manter a
homeostase (Schayer, 1960). Graham, Kahlson & Rosengreen
(1964)'constataram, de fato, que o exercicio aumenta a sin-
tese de histamina no camundongo. Mas, nos pulmdes de rato
diminui esta capacidade. Ainda constataram que a adrena~
Tina causa uma inibicdo na sintese histaminica pulmonar, no
rato.

A deplegao no nivel histaminico pulmonar dos ra-

tos vagotomizados poderia ser atribuida @ inibicao da forma

¢ao da histamina pelo exercicio.- Mas, esta hipotese - pode .-

ser rejeitada, uma vez que nos animais vago-adrenalectomiza
dos e nos dois grupos controles (CV e CVA), que tambem fo-
ram submetidos a exercicio, nido se verificou uma baixa no
teor histaminico a nivel dos animais vagotomizados. Além
disso, 0 que se refere a sTntese histaminica, n3ao poderia
ser aplicado a concentracdo de histamina neste processo agu
do a que os animais foram submetidos, no presente trabalho.

A suposicao de que o edema nio se deva unicamen-
te a fatores hemodinamicos; a prevencio do edema em ratos
vagotomizados pela adrenalectomia e antiwhistamfnicos; e a
proposta de que exista um equilibrio entre histamina e adre

nalina para manter a homeostase, leva-nos a pensar que no
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edema por vagotomia existe a participacdo de um fator humo
2 3 oo Py -
ral, no caso a histamina, como consequéncia da interrup-

¢ao dos reflexos vagais e do desequilibrio simpatico.

4.2.4. Teor de Histamina no FYgado dos Animais Yagotomiza-

dos, Vago-adrenalectomizados e Controles.

A concentracdo de histamina nos figados dos ani
mais vagotomizados, vago-adrenalectomizados em relagido a
seus respectivos controles nao sofreu alteragio. Portanto,
ao qontrério das cininas ativas que foram encontradas em
grande quantidade no figado dos animais vitimados por ede-
ma (Di Mattei, 1962); a histamina n3o exibiu o mesmo compor
tamento. Desta forma, a alteragao na concentragdo de hista

mina se restringiu aos pulmdes edemaciados.
4.2.5. Exame Microscopico

Apesar do exame histologico realizado para ava-
Tiagac de mastocito ndo ter sido uma analise por quantifica
cao mas uma analise subjetiva, a presenca destas celulas
foi menor nos cortes de pulmdes edemaciados (V). Coinciden
temente, nestes mesmos Orgdos a quantidade de histamina era
menor, demonstrando, ainda mais, que. o processo edematogeni
co por vagotomia poderia sofrer influencia da histamina.

0 edema alveolar verificado nos cortes & discre-
to, ao contrario do que foi visto no exame macroscopico

dos pulmoes. Este fato poderia ser explicado pela consti-

tuigao 1iquida do edema, ser eliminada durante a preparagao

dos cortes histologicos.
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5. RESUMO E CONCLUSDES

- A vagotomia cervical bilateral seguida de exercicio fisi-
co promove edema pulmonar agudo no rato dentro de miny-
tos. A porcentagem de tecido seco pulmonar nos animais
vagotomizados & menor que nos animais controles (CV) e

nos vago-adrenalectomizados e seus controles (CVA).

- Adrenalectomia bilateral imediatamente apds a vagotomia

previne este tipo de edema.

- Nos pulmdes dos ratos vagotomizados, o nivel histaminico
sofreu uma significante queda em relagao ao seu controle (CV),
enquanto que nao se constatou o mesmo nos vago-adrenalectomi-

zados em relagdao ao seu controle (CVA).

A concentragdo de histamina nos figados dos vagotomizados
e vago-adrenalectomizados nao sofreu alteracao significan
te em relagao aos seus grupos controles, indicando que a

alteragao histaminica ocorreu a nivel pulmonar, somente. -

A deplecao histaminica pulmonar nos ratos vagotomizados

nao se deveu a adrenalina liberada durante o exercicio
fisico e "stress", uma vez que todos os animais dos ou-
tros grupos que tambem foram submetidos ao exercicio, ti-

veram nivel histaminico maior.

- 0 exame histologico demonstrou nos pulmdes dos ratos va-
gotomizados um desarranjo na configuracao alveolar, e que

-, " - -
os mastocitos se tornaram menos freguentes nestes orgaos.

- Concluimos, finalmente, que a alteragdo histaminica obser

vada & um fator indicativo da sua participagao no proces-

- » L) -— -
so edematogenico pulmonar, consequente 3 vagotomia.
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