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Resumo

Carvalho EA. Modulacdo da resposta inflamatoria e imunoldgica pela
eletroestimulacdo vagal em porcos submetidos a resseccdo pulmonar por
toracotomia convencional ou cirurgia robética [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

INTRODUGCAO: A cirurgia toracica est4d associada & resposta inflamatéria
sistémica (RIS) e liberagéo de elevados niveis de citocinas que sdo causadores
de varias complicacdes no poés-operatério. A cirurgia toracica minimamente
invasiva foi desenvolvida com o intuito de minimizar essas complicacdes, pois
apresenta uma menor resposta inflamatéria. A eletroestimulacao do nervo vago
(EV) é capaz de modular a via neural anti-inflamatéria e a liberacdo exacerbada
de citocinas reduzindo a RIS e as complicagdes associadas. OBJETIVOS: O
objetivo principal foi determinar se a EV no periodo de pds-operatério imediato
de cirurgia toracica com ressecc¢ao pulmonar por toracotomia e cirurgia robotica
em suinos modula a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, objetivos
secundarios foram avaliar os efeitos da EV na funcé&o imunoldgica; prevencao de
complicacdes cardiopulmonares e perfusdo hemodindmica. METODO: Estudo
experimental em suinos com 4 grupos, Grupos 1 e 2 Toracotomia Com Estimulo
Vagal (CEV) e Toracotomia Sham e; Grupos 3 e 4 Robotica CEV e Robdtica
Sham. Total de 24 animais, com 6 animais em cada grupo. As amostras
sanguineas foram coletadas nos niveis basais de cada animal no preparo
anestésico, no periodo pos-operatorio imediato, de 4/4 horas até completar 24
horas. Foi estimulado o nervo vago com 3,5 mA 5 Hz iniciada antes da resseccao
pulmonar e continuamente até completar 24 h. Foram analisadas as dosagens
de citocinas imunolégicas, pré e anti-inflamatoérias no soro, lavado
broncoalveolar e parénquima pulmonar. As analises estatisticas descritivas para
os dados quantitativos foram realizadas apresentado as médias acompanhadas
dos respectivos desvios padréo (+dp). Os pressupostos da distribuicdo normal
em cada grupo e a homogeneidade das variancias entre os grupos foram
avaliados respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de
Levene. As variaveis quantitativas, onde foram analisados trés fatores (Cirurgia,
Estimulo e tempo), foi utilizada a Andlise de Variancia de Trés Fatores de
medidas repetidas para um unico fator (Tempo). Para as variaveis quantitativas,
onde foram analisados dois fatores (Cirurgia e Estimulo), foi utilizada a Analise
de Variancia de Duplo Fator. Todas as analises foram realizadas no software
SPSS 21 com nivel de significancia de a=0,05. RESULTADOS: O EV diminuiu
as complicacdes clinicas na comparacao entre os Grupos Toracotomia CEV X
Sham com menos dessaturacéo (p=0,015), bradicardia e BAV 2° grau (p=0,015).
O EV aumentou os niveis de citocinas imunologicas do BAL na comparacao
Toracotomia CE x Sham em GM-CSF (p=0,019), IFN y (p=0,013) e IL 2 (p=0,031)
e no grupo Robdtica CE x Sham o EV diminuiu IL6 no BAL (p=0,035) e aumentou
em Toracotomia CE x Sham os niveis de IL12 (p=0,007) no parénquima
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pulmonar. CONCLUSAO: A estimulacdo vagal exerceu um efeito
imunomodulador no parénquima pulmonar diminuindo a resposta inflamatéria
local, principalmente por ativacdo de citocinas antinflamatorias e
consequentemente reduzindo episddios de dessaturacao, hipoxia e hipercapnia.
Mostrou um efeito cardioprotetor com menor risco de bradicardia e BAV de
segundo grau e teve efeito imunomodulador mais evidente no grupo
Toracotomia, o qual apresentou resposta inflamatéria mais exuberante.

DESCRITORES: Cirurgia toracica; Estimulagdo do nervo vago; Procedimentos
cirirgicos robdticos; Sindrome de resposta inflamatdria  sistémica;
Neuroimunomodulacéo; Nervo vago; Toracotomia.
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Abstract

Carvalho EA. Modulation of the inflammatory and immunological response by
vagal electro-stimulation in pigs submitted to pulmonary resection by
conventional thoracotomy or robotic surgery [thesis]. S&do Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&do Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: Thoracic surgery is associated with a systemic inflammatory
response (SIR) and the release of high levels of cytokines that cause several
postoperative complications. Minimally invasive thoracic surgery was developed
in order to minimize these complications, because it presents less inflammatory
response. Electrostimulation of the vagus nerve (EV) is able to modulate the anti-
inflammatory neural pathway and to exacerbate cytokine release, reducing SIR
and associated complications. OBJECTIVES: The main objective was to
determine whether IV in the immediate postoperative period of thoracic surgery
with pulmonary resection by thoracotomy and robotic surgery in pigs modulates
the release of pro-inflammatory cytokines; secondary objectives were to evaluate
the effects of IV on immune function; prevention of cardiopulmonary
complications and hemodynamic perfusion. METHOD: An experimental study in
swine with 4 groups, in Groups 1 and 2 Thoracotomy With Vagal Stimulation
(WSV) and Toracotomy Sham e; in Groups 3 and 4 Robotics WSV and Robotics
Sham. Total of 24 animals, with 6 animals in each group. Blood samples were
collected at baseline levels of each animal in the anesthetic preparation, in the
immediate postoperative period, from 4/4 hours to 24 hours. The 3.5 mA 5 Hz
vagus nerve started before pulmonary resection and continuously until 24 h were
stimulated. The dosages of immunological, pro and anti-inflammatory cytokines
in the serum, bronchoalveolar lavage and lung parenchyma were analyzed. The
descriptive statistical analyzes for the quantitative data were carried out
presented to the averages accompanied by the respective standard deviations (+
SD). The assumptions of the normal distribution in each group and the
homogeneity of the variances between the groups were evaluated respectively
with the Shapiro-Wilk test and with the Levene test. For the quantitative variables,
where three factors were analyzed (Surgery, Stimulus and time), the Analysis of
Variance of Three Factors of repeated measures for a single factor (Time) was
used. For the quantitative variables, where two factors were analyzed (Surgery
and Stimulus), the Double Factor Analysis of Variance was used. All analyzes
were performed using the SPSS 21 software with a significance level of a = 0.05.
RESULTS: EV reduced the clinical complications in the comparison between the
WSV x Sham Toracotomy Groups with less desaturation (p = 0.015), bradycardia
and second degree atrioventricular block (p = 0.015). The EV increased the levels
of immunological cytokines of the BAL in the comparison between WSV and
Sham thoracotomy in GM-CSF (p = 0.019), IFNy (p =0.013) and IL 2 (p = 0.031).
Instead, in the WSV Robotics group x Sham the EV decreased IL6 in the BAL (p
= 0.035) and increased the levels of IL12 (p = 0.007) in the pulmonary
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parenchyma in WSV x Sham thoracotomy. CONCLUSION: Vagal stimulation
exerted an immunomodulatory effect on the lung parenchyma by decreasing the
local inflammatory response, mainly by activating anti-inflammatory cytokines
and consequently reducing episodes of desaturation, hypoxia and hypercapnia.
It showed a cardioprotective effect with a lower risk of bradycardia and second
degree atrioventricular block and had a more evident immunomodulatory effect
in the Thoracotomy group, which showed a more exuberant inflammatory
response.

DESCRIPTORS: Thoracic surgery; Vagus nerve stimulation; Robotic surgical
procedures; Systemic Inflammatory response syndrome;
Neuroimmunomodulation; Vagus nerve; Thoracotomy.
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Introducdo 31

A cirurgia torcica apresentou rapido desenvolvimento apos a Segunda
Guerra mundial. Os cirurgides E. Blade e E. Kent em 1940 nos Estados Unidos
(EUA) iniciaram estudos experimentais sobre a dissecc¢ao dos hilos pulmonares
e, em 1942, Rienhof preconizou a técnica da ligadura individual dos elementos
dos hilos pulmonares® 2. O aperfeicoamento nas técnicas de anestesia,
broncoscopia, tratamento do choque e da infec¢cdo conjugaram-se para criar as
condicdes ideais para que a cirurgia toracica se tornasse uma especialidade. A
partir da década de 1950, a cirurgia toracica vem em crescente evolucdo. De
acordo com dados da Society of Thoracic Surgeons dos EUA, entre julho de 2002
a junho de 2018 foram realizadas nos EUA 572.790 cirurgias toracicas, com
mortalidade de 10.141 pacientes (2 %)>

Inicialmente, a toracotomia classica era a opcéo de acesso cirdrgico a
cavidade toracica. Na toracotomia classica seccionamos 0s seguintes planos
anatdémicos: epiderme, subcutaneo, musculos e, na sequéncia, promovemos 0
afastamento costal com instrumentos especificos como o afastador de
Finochietto. Posteriormente, desenvolveu-se a abordagem com incisbes
poupadoras de musculos, na qual o acesso € feito somente com disseccao

muscular, ndo havendo sec¢ao da musculatura.

A toracotomia, portanto, implica em ruptura de vasos sanguineos e lesao
da inervacéao costal, descolamento de tecidos, fraturas de arcos costais durante
afastamento, exposicdo e manuseio de estruturas nobres, comunicacao do meio
interno com 0 meio externo, perda de calor, liquidos e sangue. O trauma cirdrgico
extenso, associado a reacao inflamatéria desencadeada, sdo causadores de dor
toracica no pés-operatdrio com consequentes complicacdes que aumentam a
morbidade da cirurgia toracica: atelectasia que varia entre 2,5 a 70% 4,
pneumonia cuja incidéncia esta ligada diretamente a atelectasia e também a
neuralgia crénica toracica que atinge 60% dos pacientes em até 1 més apds a

cirurgia e 30-50% em 1 a 2 anos de pés-operatorio®.

Com a destruicdo tecidual ocorre inflamac¢do local e aumento da
permeabilidade vascular. Neutrofilos, células e polimorfonucleares séo
estimulados a liberar citocinas e outros mediadores da inflamagao e

exacerbacéo do sistema imunolégico. Fibras nervosas aferentes levam impulsos
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do tecido lesado ao sistema nervoso central (SNC). Inicia-se, entdo, uma
complexa inter-relacdo de sistemas e moléculas, a resposta neuroendocrina,
com ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofisario-adrenal, sistema nervoso
autdbnomo, sistema hormonal (somatrotopico, tiredideo, gonadal, etc). Ativam-se
mediadores com agdes locais e sistémicas como as citocinas (interleucinas, fator

de necrose tumoral alfa, 6xido nitrico, etc), cortisol e sistema complemento® 7.

A inflamacgédo que era local torna-se sistémica. Impulsos aferentes do
local da injuria estimulam a secrecao de hormdénio do crescimento e horménio
antidiurético pelo hipotalamo, como também aumento de catecolaminas, cortisol,
glucagon e aldosterona. Para manter a homeostase inicia-se mobilizacédo de
substratos para prover energia e retencao de sodio e agua para manutencao da
volemia. O eixo simpatico-adrenal é ativado via hipotalamo, resultando em
liberacdo de catecolaminas, aumentando a frequéncia cardiaca, pressao arterial
e iniciando a circulacdo central. Ocorre aumento da secrecdo de glucagon
promovendo glicogendlise, gliconeogénese e lipdlise, com diminuicdo da

insulina®”’.

Os monacitos e macrofagos localizados na leséo liberam interleucina 1
(IL1), interleucina 6 (IL 6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF a), que estimulam
a sintese hepatica de proteinas de fase aguda, como proteina C reativa,

complemento C3 (associado a cascata da coagulacéo) e pré-calcitonina®’.

A resposta pro-inflamatdria inicial usualmente é balanceada por uma
resposta anti-inflamatéria, com liberacdo de IL 4 e IL 10%’. Se a resposta pro-
inflamatoéria for exacerbada ou a anti-inflamatéria for reduzida, pode-se
desenvolver uma resposta inflamatéria sistémica, favorecendo sepse, sindrome
da angustia respiratéria aguda e podendo progredir para disfuncdo de multiplos

0rgaos e sistemas.

Vittimberga et al (1998) mostraram que o trauma cirurgico pode induzir
a resposta de fase aguda no pdés-operatorio com liberagcdo de mediadores
inflamatorios, incluindo proteina C reativa, IL1, IL 6 e TNF a, estando relacionada
a um maior numero de complicacdes, sejam clinicas, metabdlicas e

imunoldgicas®.
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Reconhece-se que resposta inflamatoria sistémica (RIS) é diretamente
proporcional ao grau de trauma cirdrgico. A magnitude e duracédo da RIS pode
influenciar diretamente na sobrevida do paciente, porque quando descontrolada
é fator causal de disfuncdo de mdltiplos 6rgdos e sistemas. Em funcao disto

varios estudos foram e sao realizados para amenizar e tratar a RIS.

Uma cirurgia de grande porte ird causar maior agressao tecidual e
consequentemente maior RIS com niveis elevados de citocinas. Essa maior
inflamacé@o poOs-operatéria estd associada a um maior risco de complicacoes,

como choque séptico e disfuncdo multipla de 6rgéos e sistemas (DMOS).

A solugcéo estava em realizar procedimentos cirargicos com menor
agressao tecidual, com menor liberagdo de mediadores inflamatérios, na

tentativa de diminuir o risco de complica¢des pos-operatorias.

Desde entéo, alternativas foram propostas e pesquisadas no intuito de
atenuar a RIS exacerbada. Durante a anestesia, certas drogas tém eficacia em
tentar neutralizar a RIS. Analgésicos opidides suprimem a secrecao hormonal
pituitaria e hipotalamica, em particular o horménio adrenocorticotroéfico, cortisol
e hormdnio do crescimento. A anestesia epidural tem efeito ao bloquear impulsos
aferentes do sitio cirdrgico para o SNC. Outras terapias como 0 uso de

corticoides®, ou utilizacdo de azul de metileno'® também foram pesquisadas.

A RIS é um problema, seja no trauma, na infeccdo, sepse e no pos-
operatorio de cirurgias de grande porte, podendo ser fator causal de DMOS e

oObito.

Existem formas para atenuar e diminuir a RIS no pds-operatério, como a
cirurgia minimamente invasiva e recentemente a estimulacao do nervo vago, que
se consolidou como um importante mecanismo para controlar a RIS exacerbada
em estudos experimentais e clinicos, poderia ser mais um adjuvante na tentativa

de minimizar a RIS.

Esse novo método ndo foi amplamente demonstrado em cirurgias, nossa

hipotese é que a eletroestimulagéo vagal possa atenuar e diminuir a RIS no pés-
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operatério de lobectomia pulmonar e consequentemente diminuir os efeitos da

liberacdo exacerbada de citocinas inflamatorias.
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2.1 Cirurgia minimamente invasiva parareduzir a Resposta Inflamatoria

Sistémica

Em meados da década de 80, com a introdu¢do da colecistectomia
videolaparoscopica teve inicio a Era da cirurgia minimamente invasiva. Cho et al
(1994) demonstraram que a colecistectomia videolaparoscépica apresentava
niveis diminuidos de IL 6 quando comparada a colecistectomia abertall. Em
estudo de Calvin et al (2005), a cirurgia minimamente invasiva (CMI) demonstrou
os beneficios aos pacientes em termos de diminuicdo da morbidade poés
cirrgica, dor e na producéo de citocinas pré-inflamatérias!?.Recentemente para
tentar minimizar o trauma cirdrgico, do ponto de vista da propria cirurgia toracica,
foram desenvolvidas técnicas de cirurgia minimamente invasiva em térax, a

cirurgia toracica video assistida (VATS).

Craig et al (2001), compararam 41 pacientes sendo 22 submetidos a
VATS e 19 a toracotomia postero-lateral, a maioria com cancer de pulmao. As
dosagens de proteina C reativa, IL 6 e FNTa foram significativamente menores
no grupo VATS?3,

Em 2000, Yim demonstrou em 36 pacientes com cancer de pulmao
estagio |, 18 submetidos a cirurgia convencional e 18 a VATS, que 0s niveis de

IL 6, IL 8 e IL 10 eram menores no grupo submetido a VATS4,

Leaver et al (2000) estudaram os efeitos da cirurgia toracica aberta e por
VATS em relacdo a quantidade e tipos de linfécitos circulantes, em pacientes
com cancer de pulmao. Dezenove pacientes foram submetidos a cirurgia aberta
e 22 a VATS. Foram colhidas amostras de sangue no pré-operatério e no 2° e 7°
dias de pés-operatério. O grupo Cirurgia aberta foi associado a uma maior
reducédo nos niveis de linfocitos T (CD4 e CD8) e linfécitos B quando comparados
ao grupo VATS. Além disto, apds o 2° dia de p6s-operatorio os niveis de CD4 e
CD8 apresentaram um aumento significativo no grupo VATS, o que nao ocorreu

no grupo Cirurgia aberta!®.
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Whitson et al (2008), analisaram prospectivamente 13 pacientes em pos-
operatério de lobectomia pulmonar por CPNPC, 6 submetidos a VATS e 7 a
Cirurgia aberta. Foram avaliados pela citometria de fluxo os componentes
celulares do sistema imune, a capacidade citotoxica de células mononucleares
(CD3, CD16/56, CD4 e CD8). No 2° dia de pOs-operatério a citotoxidade celular

estava significativamente maior no grupo VATS?S,

2.1.1 Beneficios da Cirurgia minimamente invasiva em cirurgia toracica

A VATS também tornou possivel a abordagem de doencas toracicas na
populacdo idosa, nas quais, muitas das vezes, a ressec¢do ndo era possivel
devido a presenca de complicacbes pulmonares. Ishida et al em 1990
demonstraram que quando pacientes idosos (70 anos ou mais) com cancer de
pulmdo nao pequenas células (CPNPC) foram submetidos a resseccao

pulmonar, apresentaram mortalidade e morbidade similar a pacientes jovens?'’.

Nagahiro et al (2001) analisaram 13 pacientes submetidos a VATS e 9 a
toracotomia postero-lateral, comprovando uma melhor funcéo pulmonar e menor

dor pés-operatéria no grupo VATS!?8,

Varios estudos mostraram que a VATS é oncologicamente segura. Scott
et al (2010), analisando 752 pacientes (66 VATS e 686 cirurgias abertas), com
CPNPC T1-T2, obteve menor indice de complicacbes e menor tempo de

internacéo no grupo VATS, com sobrevida equivalente nos 2 grupos?*®.

Liang et al (2012) avaliaram a seguranca na VATS em tumores maiores:
133 pacientes com CPNPC maior que 5 cm foram operados, 46 com VATS e 87
com toracotomia aberta; ndo houve diferenca significativa entre os grupos em

relacdo a linfadenectomia, tempo de drenagem e recorréncia da doencga?.

Estudo conduzido em 2007 por Petersen et al, analisaram 100 pacientes
com CPNPC submetidos a lobectomia e terapia adjuvante. Cirurgia aberta foi

realizada em 43 pacientes e VATS em 57. Os pacientes do grupo VATS tiveram
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significativamente menos atraso na quimioterapia e receberam 75% ou mais da

dose total planejada, sem nenhuma dose reduzida?®.

Nicastri et al (2008) sugeriram que pacientes submetidos a VATS no
tratamento cirdrgico de céncer de pulmdo toleram melhor a quimioterapia

adjuvante e também apresentaram uma sobrevida??.

Jiang et al (2011) também mostraram que pacientes com CPNPC
submetidos a lobectomia por VATS toleraram mais ciclos de quimioterapia que
os pacientes submetidos a lobectomia aberta?3.

2.1.2 A robdticacomo opgdo minimamente invasiva

Nos anos 90, o sistema cirargico assistido por computador (Computer-
Assisted Surgical system - CAS), ou cirurgia robadtica, foi aprovado pelo governo
federal dos EUA. Essa tecnologia foi refinada desde entdo, com o Sistema
Cirargico Da Vinci (Intuitive Surgical, Inc., Sunnyvale, CA) como o Unico sistema

de cirurgia robética disponivel comercialmente?4.

O sistema da Vinci possui trés componentes separados: os bracos
roboticos, que sdo montados na torre do videoscépio, com 3 ou 4 bracos nos
guais os instrumentos cirurgicos podem ser trocados; o carro de controle
integrativo, que fornece comunicacao entre o console do cirurgido e os bracos
roboticos; e o console do cirurgido. A maioria dos instrumentos endorobéticos
utilizados possui 7 graus de liberdade de rotacdo, denominados EndoWrist,
simulando movimentos normais do punho. Essas sdo as caracteristicas
particularmente distintas que diferencia a cirurgia robotica das técnicas
toracoscoépicas. Além disso, a imagem tridimensional permite a percepcao de
profundidade que melhora a seguranca e a precisdo na execucao de

procedimentos complexos?4.

Além da melhora da dor, fungcéo pos-operatéria e da estética da inciséo,

existe uma razéo fisiolégica para explorar a CMI e a cirurgia robética. O trauma
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cirdrgico resulta em uma liberacéo organizada de citocinas (a extensao e o tipo
dependem do grau de trauma, da cavidade corporal e dos sistemas organicos
envolvidos e do processo da doenca que esta sendo tratado)?+25.

Bodner et al em 2004 mostraram que a cirurgia feita através da robética
era perfeitamente possivel: analisou de 10 timectomias, 16 fundoplicaturas, 4
esofagectomias, 5 resseccOes de massas mediastinais e 1 lobectomia pulmonar

inferior direita 2.

Louie et al em 2012 realizaram estudo comparativo entre VATS e cirurgia
robética em resseccdes pulmonares, 35 VATS e 52 por robdtica. Os resultados
foram similares nos dois grupos em relacdo a tempo cirargico, perda de sangue,
tempo de estadia em unidade de tratamento intensivo e tempo de internacao

hospitalar 2"

Em estudo de Louie et al de 2016, mostraram que a cirurgia robotica é
efetiva e segura com mortalidade em 30 dias comparavel com a VATS, para isso
usaram o banco de dados da STS — GTS ( The Society of Thoracic Surgeons
General Thoracic Surgery), com 1220 pacientes submetidos a lobectomia
robotica e 12378 submetidos a lobectomia por VATS, em que a lobectomia
robotica teve maior duracdo de cirurgia, mas com tempo de internacao,
complica¢cBes, mortalidade em 30 dias e estadiamento linfonodal equivalente a
lobectomia por VATS?,

2.1.3 O nervo vago

O nervo vago é o X par craniano, 0 mais longo, inerva os 0rgaos
toracicos e abdominais. Esta envolvido na regulacdo autonémica,
cardiovascular, respiratéria, gastrointestinal, imune e sistema endécrino 2239,

As fibras aferentes do nervo vago sdo sensiveis a uma grande variedade
de estimulos, incluindo pressao, dor, for¢ca, temperatura, pressao osmotica e
inflamacgéo. A informagédo sensoria converte no ganglio vagal, que a transmite
para inUmeras regides cerebrais e torna-se uma informacao regulatoria através

das fibras vagais eferentes 2231,
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O nervo vago regula a frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea,
resisténcia vascular, diametro da via aérea e respiracdo?®. No trato digestoério os
nutrientes luminais desencadeiam nao apenas o reflexo vago-vagal para iniciar
a digestdo e o peristalismo, mas também a liberacdo de mediadores
enteroenddcrinos que interagem com o nervo vago (via de sinalizacéo intestinal-
cerebral)®?. Ele contém fibras A-, B- e C- definidas por Erlanger e Gasser de
acordo com a sua velocidade de conducéo e porporcionais ao seu comprimento
29,33_

As fibras A grandes mielinizadas levam principalmente informacdes
somaticas aferentes e eferentes, as fibras A pequenas mielinizadas transmitem
informacdes aferentes viscerais. As fibras B favorecem a inervacédo pre-
ganglionar eferente simpatica e parassimpatica. As fibras C pequenas e nao
mielinizadas trasnportam informagéao de fibras viscerais aferentes. A maioria das
fibras do nervo vago séo fibras C aferentes (60 % a 80%) dos 6rgados viscerais?®.

As fibras eferentes sdo principalmente colinégicas usando acetilcolina
(Ach) como seu maior neurotransmissor. As fibras ndo adrenérgicas nao
colinérgicas incluem outros neurotransmissores como oxido nitrico, peptideo
vasoativo intestinal e proteina relacionada ao gene da calcitonina 2232,

As fibras eferentes surgem do nucleo ambiguo e no nulceo dorsal motor
do nervo vago. As fibras aferentes terminam na area postrema, nucleo espinhal
do nervo trigémio e no nucleo do trato solitario. Os corpos celulares aferentes
vagais estao localizados em dois ganglios, o ganglio jugular (superior) e o ganglio

nodoso (inferior) 2°. Toda a anatomia do nervo vago esta demonstrada abaixo:
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Figura 1: Anatomia do Nervo vago.
FONTE: http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/ vaguslnerve34 e Yuan
etal 2016 2°

O nervo vago possui trés tipos de fibras aferentes (sensoriais): aferente
somatica geral, aferebte geral visceral e aferente especial visceral e dois tipos
de fibras aferentes: eferente visceral geral e eferente visceral especial %°.

O nucleo espinhal do nervo trigémio recebe informacdes das fibras
aferentes somatica geral do meato auditivo externo, fossa meningea posterior,
laringe e es6fago superior. O nulceo do trato solitario (NTS) € na verdade uma
série de nucleos que formam uma coluna vertical de matéria cinza no bulbo. Ele
recebe informacédo das fibras aferentes geral visceral. O NTS anterior recebe
informacé&o de sabor da epiglote e faringe. O NTS posterior recebe informacdes
viscerais da hipofaringe, laringe, coracao, pulmdes, trato digestério e arco aortico
(barorreceptores e quimiorreceptores), sensacdes de estimulos hormonais e de
citocinas. O nucleo dorsal motor recebe informacgdes das fibras gerais eferentes
do sistema parassimpatico pré ganglionar inervando todos os 6rgaos toracicos e
abdominais. O nucleo ambiguo recebe informacfBes das fibras eferentes
especiais na divisdo dorsal braquiomotor e na divisai de formacéo externa recebe

informacBes de fibras gerais eferentes que inerva o ganglio cardiaco para
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inibicdo e géanglio pulmonar para regulacdo de secrecao e diametro das vias

aéreas 2°.

2.1.4 A vianeural anti-inflamatoéria

Além da CMI, outras estratégias vém sendo desenvolvidas para
minimizar os efeitos deletérios da rea¢do metabdlica ao trauma e RIS.

Tracey em 2002 descreveu a via neural anti-inflamatéria. Estimulos
inflamatorios oriundos de uma lesdo séo levados pelas vias aferentes até o
hipotalamo que ativa uma resposta anti-inflamatéria que protege a disseminacao

dos produtos inflamatérios na circulagéo®.

A via colinérgica anti-inflamatdria foi descrita propondo que o nervo vago
regula a producéo de citocinas. O vago inerva os principais orgaos, incluindo
aqueles do sistema reticulo-endotelial (figado, pulméo, baco, rins e intestino). Os
macrofagos possuem receptores nicotinicos alfa 7. Quando ocorre a descarga
elétrica vagal, com a liberacdo de acetilcolina (Ach), ela se liga nos receptores
dos macrofagos, inibindo a producédo de TNF a, IL 1, IL 6 e HMGB1, porém né&o

ocorre diminuicdo de IL 10 3°, conforme demonstrado na figura abaixo .
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Figura 2: Via neural anti-inflamatéria Fonte: Tracey 2002 .

Existe uma conexao da via anti-inflamatoéria colinérgica, que equilibra a
producédo de citocinas. Patdgenos, isquemia e outras formas de lesdo ativam a
producéo de citocinas, que normalmente restaura a homeostase organica. Se a
resposta das citocinas for desequilibrada ou excessiva, no entanto, esses
mesmos mediadores podem causar doencas. Sinais eferentes do nervo vago,
gue podem ser controlados pelas redes cerebrais, inibem a producédo de
citocinas por vias dependentes da subunidade a7 do AChR em macroéfagos e
outras células. A atividade eferente do nervo vago também aumenta
instantaneamente a variabilidade dos batimentos cardiacos. Uma rede cerebral
colinérgica que é responsiva aos agonistas do M1 pode aumentar a atividade
dos antiinflamatérios colinérgicos e aumentar a variabilidade instantanea da
frequéncia cardiaca. Sinais aferentes transportados no nervo vago podem ativar
uma resposta eferente que inibe a liberacdo de citocinas, denominada reflexo

inflamatdrio 26, conforme figura abaixo.
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Figura 3: Reflexo inflamatorio.
FONTE: Tracey 2007%.

Em 2005 Ulloa mostrou que 0 nervo vago representa uma conexao
bidirecional entre o SNC e o sistema imune. O sistema imune ativa fibras
sensoriais do nervo vago que faz sinapses no nucleo do trato solitario; o SNC
processa as informacdes e retorna ativando as fibras eferentes vagais para
modular e controlar o sistema imune periférico. Os neurdnios efetores originarios
do nucleo motor dorsal do nervo vago podem inibir a producéo de citocinas pro-

inflamatérias dos macréfagos teciduais 3.

Borovikova et al em 2000, realizaram estudos experimentais em ratos
machos Lewis submetidos a isolamento cervical do nervo vago, seguido de
vagotomia, com estimulacao elétrica da via eferente 10 minutos (min) antes e 10
min depois da administracdo de dose letal de lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli. O grupo de estimulacdo vagal eferente apresentou niveis
significativamente mais baixos de TNF a quando comparados ao grupo sem
estimulacdo. Outra alteracdo observada foi que no grupo estimulagdo vagal

houve menos hipotenséo induzida por LPS 3,
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Van Westerloo et al, em 2006, concluiram que a estimulacdo vagal
apresentava efeito inibitério sobre a ativacdo da anticoagulacdo através da
diminuic@o dos niveis de anti-trombina e D-dimero no plasma, como também os
niveis de TNF a e IL 6, mas sem influéncia sobre os niveis de IL 10. O estudo foi
realizado em ratos machos Lewis submetidos a cervicotomia com reparo do
nervo vago esquerdo, seguido de estimulacao elétrica com configuracao 5V 2
ms 1 Hz por 10 min, antes da injecdo de LPS de Escherichia coli e 10 min apds
a injecdo, e as citocinas foram coletadas nos tempos de 2, 4 e 6 horas apés a

injuria®® .

Bernik et al, em 2002, utilizaram ratos Lewis em modelo experimental de
lesdo por isquemia-reperfusdo atraves da oclusao aortica suprarrenal durante 15
min, seguido de reperfusdo. No grupo experimental o nervo vago cervical foi
estimulado durante 5 min antes e apds a oclusdo da aorta com voltagem
constante de 1V 2ms 5Hz. Apos 120 minutos foram coletados amostras
sanguineas e 0s oOrgaos vitais do animal. Os animais do grupo controle
apresentaram meédia de 59% maior na pressao arterial do que no grupo
experimental, sendo que a estimulacdo vagal diminuiu significativamente os

niveis de TNF a no soro, coragao e figado “°.

Krzyzaniak et al em 2011 realizaram estudos sobre estimulacéo vagal e
protecdo do epitélio intestinal em animais com modelo de queimados.
Camundongos foram submetidos a queimadura de 30% de superficie corporal,
seguidos de estimulacéo vagal via cervical direita aos 15, 30, 60, 90, 120 e 150
minutos ap6és a injuria com 2 mA intermitente por 10 min. Realizada
imunofluorescéncia, o grupo estimulo vagal apresentou permeabilidade do
epitélio intestinal semelhante ao grupo Sham em tempo de até 90 minutos, assim

como diminuicdo do TNF a comparado ao grupo queimado sem estimulo 4*.

Em estudo de estimulac&o vagal associado a hemostasia em suinos de
Czura et al, em 2010, foi dissecado nervo vago cervical e estimulado com
configuracéo de 3,5mA 5Hz por 30 segundos a cada 5 min por 30 min em um
total de 7 estimulacgdes. Foi feita seccdo de um pedaco da orelha, observando
perda de sangue pela lesdo até o cessamento, definido como tempo entre

guedas de gotas de sangue de locais de sangramento superior a 20 segundos.
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Andlise através da tromboelastrografia de sangue coletado da artéria femoral
mostrou que no grupo estimulacdo vagal o tempo de formacdo do coagulo foi
menor quando comparado ao controle. A estimulagdo vagal ndo afetou a
frequéncia cardiaca, pressao arterial e temperatura corporal, diminuindo

significativamente também o tempo de sangramento e perda total de sangue *2.

A estimulacao farmacoldgica do nervo vago também foi testada como
mostraram Bernik et al em 2012, em que o CNI-1493, que é um inibidor de
ativacdo de macréfagos, foi comparado com estimulacdo vagal nas
configuragbes de 1V 2ms 5 Hz e 5V 2 ms 5Hz por 10 min constantes antes de
injecdo de endotoxina LPS de Escherichia coli. Em ambos os grupos ocorreu
diminuicdo de proteinas pro-inflamatorias como TNF a apds 180 minutos da

estimulacdo vagal*®.

2.1.5 Estimulo vagal e efeitos pulmonares

Yang et al em 2014 em artigo de revisdo descreveram a inervacao
pulmonar vagal até vias aéreas distais e epitélio alveolar, sédo expressados varios
receptores mecanicos, biologicos e imunolégicos que sinaliza pela via aferente
até o nucleo do trato solitario, pela via eferente ocorrera ativacao pelo nervo vago
intra-pulmonar com liberacdo de acetilcolina para se ligar nos receptores a 7
AchR presente nos macrofagos e suprimir a ativacdo das ceélulas NF-KB e

secrecdo de citocinas pré-inflamatérias 44 .

Yoshida et al em 2018 mostraram que o estimulo vagal foi capaz de
diminuir a pressdo da artéria pulmonar e prevenir o remodelamento vascular
pulmonar, para isso foi realizado estudo experimental em ratos machos que foi
induzido a hipertensdo pulmonar através da injecdo de SU5416 (inibidor
especifico da atividade da tirosina quinase do receptor VEGF) associado a
exposicdo de hipoxia por 3 semanas. Foram realizados 3 grupos, sendo um
controle, um estimulo simpéatico com hipertensdo pulmonar e outro estimulo

vagal com 20 Hz e 180 pulsos que foi implantado um neuroestimulador na regiao
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dorsal do animal. Como resultados, o grupo com estimulo vagal apresentou
menor média de presséo arterial pulmonar, atenuou o remodelamento vascular

pulmonar e preservou a funcéo ventricular direita®.

Foi mostrado por Levy et al em 2012 que o estimulo vagal na voltagem
de 5 V por 10 minutos antes da inducdo do choque hemorragico em ratos
machos, protege o pulmdo das respostas fisiopatolégicas do choque
hemorragico, protegendo quanto ao aumento da permeabilidade vascular,
diminui o sequestro de neutréfilos no tecido pulmonar e consequentemente a

inflamacé&o pulmonar 46,

Em outro estudo experimental, Krzyzaniak e cols. Em 2011, realizaram
gueimadura de 30% da superficie corporal em ratos, comparando grupo estimulo
vagal na voltagem 2 mA com 1 seg intervalo por 10 minutos antes da queimadura
e grupo controle sem estimulo vagal. O grupo com estimulo vagal apresentou
menor inflamacdo pulmonar, edema pulmonar, hemorragia intrapulmonar,
congestdo pulmonar, diminui a quantidade de mieloperoxidase e
consequentemente a infiltracdo por neutréfilos polimorfonucleares vista na

imunohistoquimica 4’.

2.1.6 Uso Clinico da estimulacéao vagal

Penry et al em 1990 publicaram a primeira série de casos de pacientes
humanos com epilepsia tratados com terapia de estimulacéo vagal 4. Em 1997
a terapia de estimulacéo vagal foi aprovada pelo Food and Drugs Admistration
(FDA) como adjuvante para o tratamento de pacientes adultos e adolescentes

com epilepsia refrataria a tratamento medicamentoso.

Em 2012, Rossi et al publicaram, na lItalia, uma série de casos com 27
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocardio. Foi
demostrada reducao nos niveis de IL 6, TNF a, fator de crescimento de endotélio

vascular e fator de crescimento epidérmico no grupo de pacientes submetidos a
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estimulacdo continua do plexo ganglionar vagal, por 6 horas. As amostras de

sangue foram coletadas depois de 3,6, 9 e 12 horas “°.
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Hipotese

Nossa hipotese foi que a estimulacao elétrica intra-operatéria do nervo
vago diminui os niveis de citocinas pro-inflamatérias associadas ao trauma

cirdrgico na cirurgia toracica minimamente invasiva e cirurgia aberta.
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O objetivo principal deste estudo foi:

Determinar se a eletroestimulacdo do nervo vago no peri-operatoério de
cirurgia toracica com ressecc¢ao pulmonar por toracotomia convencional ou por
cirurgia robotica em suinos modula a liberacdo de citocinas no soro e lavado
broncoalveolar (BAL), com a diminui¢do de citocinas pré-inflamatérias e aumento
das anti-inflamatérias no periodo pés-operatorio imediato e a cada 4 horas até

completar 24 horas.
Obijetivos especificos:

- Avaliar se eletroestimulacéo vagal modula a expressao de citocinas
inflamatorias e anti-inflamatorias no tecido pulmonar.

- Avaliar se a eletroestimulacdo vagal modula a presenca de edema,
inflamacéo e fibrose do tecido pulmonar através de analise histologica

- Avaliar se a eletroestimulacéo vagal influencia na perfuséo tecidual,

fisiologia respiratéria e hemodinamica, ritmo cardiaco, temperatura corporal.
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Este estudo foi executado no Instituto de Ensino e Pesquisa da
Sociedade Beneficente de Senhoras Hospital Sirio Libanés em parceria com a
Disciplina de Cirurgia Toracica — Departamento de Cardiopneumologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. O experimento foi
realizado de acordo com as Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica
em animais e com a Lei Federal n°. 11.794, de 08 de outubro de 2008, portanto
dentro dos preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA). Aprovacdo CEUA USP 018/16 e CEUA Hospital Sirio Libanés

2014-08, fomentado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo
Paulo — FAPESP (processo n° 2014/24526-4) com um valor total de
financiamento de R$111.597,72 + US$ 22.776,52.

5.1 Desenho experimental e procedimentos

No estudo utilizamos um desenho fatorial no qual os animais seréo

primeiramente alocados dois grupos:

- Grupo Com Estimulacao vagal (CE)
- Grupo Sham (Sem estimulo vagal)
Apoés a alocacdo nos dois grupos acima, os animais foram operados
sequencialmente pela via de acesso: Toracotomia sequencial com
randomizacdo de estimulo e Robdtica seqlencial com randomizacédo de

estimulo.

Optamos pela realizacao de lobectomia pulmonar superior esquerda por
ser anatomicamente mais parecido com o lobo superior direito do ser humano,

nao existindo o brénquio traqueal.

Usamos a cirurgia robética como método minimamente invasivo por ser
um modelo com disseccdo mais precisa do mediastino e conseqientemente do

nervo vago, com visualizacao direta das estruturas vasculares.
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Tempo de duracao total do experimento de 24 horas para simular 0 pos-

operatorio imediato de uma cirurgia toracica.

Os animais foram mantidos sob observacdo por 24 horas com
monitoragcdo com ventilacdo mecéanica em traqueostomia (TQT), hemodinamica
com pressao intra-arterial (PIA), acesso venoso central, cateter de Swan-Ganz,
cistostomia para diurese, mantidos em ventilagdo mecanicaem mesa cirargica

na propria sala operatdria com cuidados intensivos.

Animais Piloto

Foi realizado um grupo Piloto com dois animais, um animal operado por
Toracotomia e outro por Robdtica, no intuito de treinar a técnica e averiguar e
antecipar possiveis problemas que poderiamos ter durante o experimento, bem
como treinar a implantacdo do eletrodo no nervo vago, para podermos corrigir

os detalhes.

O grupo piloto transcorreu conforme o desenho do estudo, sendo
monitorados por 24 h em centro cirdrgico, realizadas coletas sanguineas,
avaliacdo de dados hemodinamicos e fisiologicos. Realizamos o treinamento da
implantacdo do Swan-Ganz, puncdo da pressao intra-arterial e acesso venoso

central guiados por aparelho de ultrassonografia.

No grupo robdtica piloto definimos o posicionamento e numero dos
trocartes, valores da pressao do pneumotdrax e fluxo de CO2. No grupo
toracotomia avaliamos o0 melhor acesso em nivel intercostal para a realizacédo da
resseccao pulmonar. Em ambos 0s grupos treinamos a dissec¢do mediastinal

para a localizacdo do nervo vago e a implantacéo do eletrodo.

Os dados dos animais pilotos estdo descritos nos anexos.
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Comparagdes padronizadas

As comparacdes padronizadas para todas as analises, clinicas,
laboratoriais e histolégicas entre os grupos foram:

e Grupo Toracotomia CE x Toracotomia Sham
e Grupo Robotica CE x Robética Sham
e Grupo Toracotomia x Robdética independente do estimulo

e Grupo CE x Sham independente da cirurgia

Calculo da Amostra

De acordo com o estudo de Rossi et al.*, os niveis séricos de IL-6
aferidos em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca (6 horas pos-op) foram
121+- 71 pg/mL vs 280+-190 pg/mL para aqueles que receberam e nao
receberam estimulacdo vagal respectivamente. Nosso estudo € em suinos
submetidos a cirurgia toracica, contudo esperamos que os resultados ndo sejam
muito diferentes dos observados por Rossi et al., portanto para um erro alfa=0.05
e poder=0.80 serdo necessarios pelo menos 9 animais em cada grupo para
detectar a diferenca entre expostos e ndo expostos a estimulacdo vagal.
Optamos por acrescentar 3 animais em cada grupo contando com certa
heterogeneidade gerada por usarmos 2 vias de acesso diferentes (toracotomia
convencional e robodtica). O niumero de animais em cada grupo ficara como a

seqguir:
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Tabela 1: Alocacao dos grupos

: x

Grupo Toracotomia Grupo Robdtica
GT GR

% I i
Com Estimulo Sham Com Estimulo Sham
GTCE L GT Sham GRCE L GR Sham
=

|

‘ 6 animais 6 animais Jﬂ 6 animais ‘ 6 animais

Procedimentos

Preparo dos Animais

1) Vinte e quatro porcos da raca Minipig Br obtidos da Pesquisa e
Desenvolvimento Minipig, Campina do Monte Alegre, SP, Brasil, machos,
pesando entre 45 a 55 Kg foram mantidos em jejum por 12 horas com livre
acesso a agua. Os animais foram pré-anestesiados por via intramuscular (IM)
com 0,5 mg/kg de midazolam e 5 mg/kg de cetamina. A seguir, a inducéo
anestésica foi realizada com propofol (aproximadamente 8,0 mg/kg) por via
intravenosa (V) até perda dos reflexos permitindo a intubacdo orotraqueal. A

intubac&o orotraqueal foi realizada através de tubo tragueal nimero 8, seguido
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de traqueostomia com colocacdo de tubo traqueal seletivo para bronquio

principal direito sendo conferido posicionamento com Smartcam Android 5 mm®.

Os animais foram conectados a um ventilador Evita XL (Dréger, Lubeck,
Alemanha) e monoventilados em modo volume-controlado, inicialmente com
uma pressao positiva no final da expiracdo (PEEP) fixa em 5 cmH20 e fracao
inspirada de oxigénio (FiO2) de 100%, mantidos com um volume corrente (V) de
6 mL/kg e frequéncia respiratéria (FR) ajustada para uma pressao parcial de
diéxido de carbono no sangue arterial (PaCO2) entre 35 e 45 mmHg. A
manutenc¢ao anestésica foi realizada (1V) propofol (3,0 mg/kg/h), midazolam (2,0

mg/kg/h), remifentanil (11,0 pg/kg/h) e rocurénio (0,6mg/kg/h)

A seguir, realizamos a monitorizacdo dos animais através de puncao da
veia subclavia direita, introduzimos cateter de artéria pulmonar guiados por
visualizacao direta das curvas pressoricas para realizar mensurac¢des continuas
de débito cardiaco e saturacdo venosa de oxigénio, bem como de volume
diastolico final de ventriculo direito (Vigilance VD®, Edwards). Introduzimos um
cateter na artéria femoral direita para monitorizacao da presséo arterial invasiva
e coleta de amostras de sangue arterial. Através de cistostomia, foi inserido um
cateter para monitorizacdo do débito urinario. Os animais receberam durante
todo o periodo de estudo infusdo continua de ringer lactato 4 mL/kg/h com
incrementos necessarios para manter a PVC acima de 6 mmHg. O animal foi
entdo posicionado em decubito lateral direito, com o hemitérax esquerdo

exposto.

Uma vez que todos os equipamentos de monitorizacdo estavam
devidamente colocados, um registro inicial de todos os parametros foi realizado.
Uma amostra de sangue basal foi também coletada para dosagem de

mediadores inflamatorios.

Cirurgia
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Toracotomia convencional

Os animais foram posicionados em mesa cirtrgica em decubito lateral
direito, com pequeno coxim subaxilar. Realizamos a toracotomia lateral com
incisdo de 15 cm, abertura por planos (Foto 1). Identificamos o 5° arco costal
esquerdo, seccionamos 0 espaco intercostal correspondente na borda superior
da costela até abertura do plano pleural (Foto 2). Realizamos inventario da

cavidade para identificacao de lesbes e aderéncias pleuro-pulmonares.

Foto 1: Posicionamento do animal em decubito lateral direito
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Foto 2: Toracotomia pGstero-lateral esquerda.

Primeiro passo foi identificar o nervo vago acima da veia azigos,
disseccao pleural para completa identificacdo e realizado de implante sob o

®

nervo do eletrodo Resume™ TL 39862 Medtronic e iniciada a eletroestimulacéo

na voltagem 3,5 mA 5 Hz iniciada antes da resseccao pulmonar e continuamente
até completar 24h*2, (Fotos 3,4,5).
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Foto 3: Eletroestimulador com a voltagem pré-estabelecida.

Foto 4: Estimulador com 4 polaridades Catodo (circulo), anodo (seta),
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Foto 5: Implantacdo do eletrodo em nervo vago

Dissecamos o hilo pulmonar esquerdo com identificacdo da veia
pulmonar superior. Apés o reparo da mesma, fizemos ligadura dupla proximal e

seccao. Dissecamos a artéria pulmonar para o lobo superior e fizemos ligadura
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dupla proximal seguida de seccdo. Seccionamos o0 parénquima pulmonar e

dissecamos o bronquio de lobo superior esquerdo com grampeamento.

Apos realizacdo de lobectomia pulmonar superior esquerda e retirada da
peca cirlrgica, fizemos revisdo rigorosa de hemostasia e de sitio cirdrgico,
seguida por drenagem da cavidade com dreno toracico n°® 22. Toracorrafia por

planos, sutura da pele e curativo.
Acesso por cirurgia robotica

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito. Robd Da
Vinci S® com bracos foi posicionado superiormente a cabeca do animal, carrinho

de visao posicionado do lado esquerdo do animal, cirurgido auxiliar posicionado
do lado direito do animal. Foram realizadas cinco incisbes, sendo uma para a
camera. A incisdo da camera foi colocada no 8° espaco intercostal na linha axilar
posterior ao nivel da linha do apéndice xiféide. Outras duas incisées foram
colocadas, uma no 7° espaco intercostal para a tesoura e outra no 6-7° espaco
intercostal na linha para vertebral posterior para a pin¢a de dissec¢do. Um portal
adicional foi realizado na linha axilar anterior no 9° espaco intercostal para
colocacdo de um afastador endoscoépico. Foi colocado um trocater em 5° EIC
linha para vertebral com intuito de passagem do eletrodo para eletroestimulacao
(Fotos 6 e 7). Utilizado um pneumotérax com pressao de 6 mmHg e fluxo de 2

L/minuto.
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Foto 6: Marcac&o do posicionamento dos trocateres e pingas. 1) Optica 2) Braco
direito 3) Braco esquerdo 4) Auxiliar 5) Eletrododo

Foto 7: Colocagéo dos trocateres sendo o trocater mais superior com o fio do
eletroestimulador.
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A sequéncia de realizacdo de lobectomia foi como na cirurgia aberta, com
colocagdo do eletrodo e inicio de eletroestimulacdo vagal antes de iniciar a
resseccao pulmonar, seguido de disseccdo separadamente das estruturas e
seccao com grampeador. A retirada da peca foi feita por uma incisdo de 4 cm
em regido axilar por endobag. Drenagem da cavidade com dreno toracico n°® 22.
ApOs toracorrafia, retirado coxim axilar e o animal foi recolocado em decubito

dorsal novamente para monitoramento intensivo por 24h.
Posicionamento dos eletrodos

Em ambos os grupos, convencional e robdtica, no inicio do ato operatorio
foi realizada disseccdo do nervo vago na regido mediastinal acima da veia
azigos, com instalacédo dos eletrodos para eletroestimulacdo. Um estimulo foi
realizado antes do inicio da ressecc¢édo pulmonar e mantido continuadamente por
24 h. N6s padronizamos para a pesquisa que a eletroestimulacao vagal seja feita
de modo continuo por 24 h para contemplar todo o periodo de pés-operatorio
imediato de uma cirurgia toracica (foto 8). No grupo Sham foi dissecado o nervo

vago, implantado um eletrodo, porém sem o uso de estimulacéo.

Foto 8: Eletrodo implantado através de cirurgia robdtica: *Eletrodo, **Aorta
descendente, Seta: Nervo Vago, Circulo: Veia azigos.
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Eletroestimulacao

Configuracdo determinada para estimulacdo nos parametros de 3,5 mA
5 Hz iniciada durante o ato operatorio, antes da resseccao pulmonar e mantida
continuadamente por 24 h.

Avaliacao de funcionalidade da eletroestimulagdo

No momento de inicio do estimulo do eletrodo, observamos em todos os
animais alteracbes na frequéncia cardiaca. Apos o término das 24 h de
experimento aumentamos a voltagem no nivel maximo do eletroestimulador para
avaliar alteracbes na FC com o objetivo de conferir posicionamento do eletrodo

e consequentemente sua eficacia.

No grupo toracotomia, apos inicio do estimulo antes de iniciar a
disseccdo cirdrgica, utilizamos um multimetro digital Multilaser®, China
(aparelho para realizar a medida elétrica da voltagem) no nervo vago com

objetivo de conferir a voltagem utilizada.

No grupo Robodtica devido a impossibilidade de utilizar o multimetro,
avaliamos no momento da instalacdo do eletrodo, a queda da frequéncia
cardiaca com aumento da voltagem da eletroestimulacéo, determinando a exata

localizacdo sob o nervo vago.

No grupo toracotomia que utilizamos o multimetro no inicio da cirurgia,

em todos eles a amperagem estava de acordo com o pré-estabelecido.

O grupo cirurgia roboética por se tratar de cirurgia feita com auxilio de

trocateres, ndo conseguimos conferir voltagem com o uso do multimetro.
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Todos os grupos utilizamos o teste final com aumento da voltagem para
nivel maximo, causando bradicardia intensa e inferindo o posicionamento correto

do eletrodo.

Mensuracgdes e coleta de amostras de plasma

Ao inicio da cirurgia coletamos amostra de sangue para analise basal
(TB) de todos os parametros laboratoriais. Ao término da ressecao,
imediatamente apos o fechamento da parede toracica, coletamos novamente
sangue que sera determinado como PO imediato(TO) e de 4/4 horas até
completar 24 horas (T6). Para realizacdo das analises das citocinas foram
utilizados os tempos TB, TO, T1, T3 e T6.

Durante todo o experimento coletamos dados dos parametros
hemodinamico dos animais, tais como: frequéncia cardiaca, pressao arterial,
pressao venosa central, débito cardiaco, saturacdo venosa de Oz, temperatura
corporal (através do cateter de Swan Ganz) e débito urinario, todos foram
monitorados continuamente por 24 h e anotados os resultados 4/4 h e o débito

urinario no final do experimento.

Desenho Experimental
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Toracotomia
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Lobectomia ——
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INiCIO DA ELETROESTIMULACAO
TERMINO ELETROESTIMULACAO

Grafico 1: Linha do tempo do desenho experimental: TB: tempo basal, TO:
tempo imediatamente apds o término da cirurgia, T1: 4h PO, T3: 12h PO, T6:
24h PO, BAL: lavado broncoalveolar, PO: pds-operatorio, h: horas.

5.2 Avaliacdes fisiologicas, marcadores inflamatorios e histopatologicos

AvaliacOes fisioldgicas

Os parametros fisiologicos dos animais, tais como: frequéncia cardiaca,
pressao arterial, pressao venosa central, débito cardiaco, saturacdo venosa de
O2, temperatura corporal (através do cateter de Swan Ganz) e débito urinario,

todos foram analisados e comparados entre 0s grupos pré-determinados.

Mediadores inflamatérios circulantes

Dez ml de sangue periférico foram coletados a cada 4 horas em tubos
com anticoagulante EDTA. As amostras foram imediatamente armazenadas em
gelo e centrifugadas por 2.500 xg por 10 minutos a 4°C. O plasma foi separado
da série vermelha e armazenado em freezer -80°C para anadlises laboratoriais

posteriores.
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Nas amostras coletas no projeto principal, foi feita a quantificacdo de
diferentes mediadores inflamatoérios (IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-18, TNF-a, IFNy e GM-CSF) por um sistema multiple