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RESUMO: Introducao: A hérnia diafragmatica congénita (HDC) causa hipoplasia e hipertensao
pulmonar e em geral leva a alta morbidade e mortalidade neonatal. Traqueo-ocluséo fetal
(TO) e corticoterapia pré-natal sdo alternativas para acelerar o crescimento pulmonar fetal e
diminuir a hipoplasia na HDC. A producao de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) esta
relacionada com a maturidade pulmonar e sofre alteragbes na HDC ainda n&o elucidadas.
Materiais e métodos: Seis grupos de 12 fetos de ratos Spreague-Dawley foram comparados:
TO, Sham, Controle, TO+Dex, Sham+Dex e Controle+Dex. No dia 18,52 foi realizada TO com
e sem corticoterapia utilizando dexametasona. No 21,5° dia gestacional os pesos corporal e
pulmonar foram mensurados. Realizou-se imunohistoquimica para VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-
2 (Flk-1), seguida de morfometria. Resultados: O VEGFR-1 estava aumentado no TO (p<0.05)
e na TO+Dex (p<0.05). O VEGFR-2 teve aumento significativo quando comparamos TO e
TO+Dex com o controle (p<0,05). Conclusdo: A TO associada ao uso de corticoesterdide
aumentou o numero de VEGFR-1 e VEGFR-2 em pulmdes de fetos de ratas.

DESCRITORES: Hérnia diafragmatica/terapia. Hérnia diafragmatica/congénito. Hérnia
diafragmatica/cirurgia. Hérnia diafragmatica/complica¢des. Hipertens@o pulmonar/prevengcéao
e controle. Hipertensdo pulmonar/mortalidade. Mortalidade neonatal. Modelos animais.
Imunohistoquimica. Corticosterdides/uso terapéutico.
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INTRODUGCAO

HDC é um defeito anatdmico que ocorre

aproximadamente em 1:2500 nascidos

vivos e estd associada a alta
mortalidade no periodo neonatal decorrente da
hipoplasia e da hipertensdao pulmonar'. A traqueo-
oclusdo (TO) e a corticoterapia (CT) in utero sao
alternativas para acelerar o crescimento pulmonar
fetal e reduzir os efeitos adversos da hipoplasia
pulmonar?.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e
seus receptores VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (Flk-1)
participam da angiogénese, proliferando novos vasos
e oferecendo base para a ramificagcdo brénquica®“.
Alteracdes dos vasos pulmonares e dos niveis séricos
de VEGF foram descritas na HDC e contribuem para
o desenvolvimento da hipoplasia e hipertenséo
pulmonares®. Além disso, o desenvolvimento dos
pneumdcitos Il, células precursoras pulmonares
produtoras de surfactante e responsavel pela
maturidade pulmonar também esta prejudicado na
doencga.

A TO pode atuar reduzindo alteragbes na
produgéo de VEGF ou de seus receptores, na medida
em que reverte mecanicamente o desarranjo da
arquitetura pulmonar® bem como, pode aumentar a
diferenciacao dos pneumdcitos Il em tipo | e melhorar
a hipoplasia pulmonar, especialmente quando
associado ao aumento da produgcédo de surfactante
estimulada pelo corticéide™®.

A participagdo do VEGF no desenvolvimento
pulmonar e na produg¢do de surfactante tem sido
correlacionada, o VEGF parece induzir a conversao
de glicogénio em surfactante nos pneumdcitos 116, no
entanto, poucos estudos abordam os receptores de
VEGF.

O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos
da traqueo-oclusao intra-utero no desenvolvimento
pulmonar por meio da quantificagdo dos receptores
de VEGF.

MATERIAIS E METODOS

O presente experimento foi submetido ao
Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Campinas (CEEA-
UNICAMP) e foi aprovado como projeto de pesquisa,
sob protocolo nimero 291-1. Fémeas de ratos
Spreague-Dawley, com peso entre 200 e 300g, foram
submetidas ao acasalamento com machos da mesma
espécie durante uma noite. Na manha seguinte ao
coito, a genitalia da fémea foi examinada quanto a
presenca de mancha vaginal de esperma (vaginal
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smear). A presenga da mancha vaginal de esperma
confirmou o acasalamento e foi considerado dia zero
da gestacao (termo com 22 dias). Um total de 36 ratas
gravidas foram estudadas e cada rata teve de 1 a 3
fetos submetidos a traqueo-oclusao (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma dos grupos experimentais.

Técnica e grupos experimentais

Foram formados seis grupos de 12 fetos de
ratas Spreague-Dawley (gestacdo de 22 dias): TO,
Sham (S), Controle (C), TO+ Dex, Sham+ Dex e
Controle+ Dex.

No dia 18,5 da gestagao, apds aclimatacédo de
24 horas no laboratério, ratas Spreague-Dawley
gravidas foram submetidas a anestesia geral com
injecédo intramuscular de Ketamina base - 50mg/ml
(175mg/Kg) (Ketamina®- Pfizer do Brasil Ltda.)
associada com xylazina 10mg/ml (2.5 mg/kg)
(Rompum?®- Bayer do Brasil Ltda.) via intramuscular
aplicada na musculatura lateral da coxa com seringa
de insulina e agulha 20G. Esta composi¢ao anestésica
mantém o animal sob anestesia profunda durante um
periodo de trés horas e garante um periodo pés-
operatorio indolor de 6 a 12 horas. A temperatura das
ratas foi mantida em 342 C com a utilizagao de mesa
térmica. O abdome das ratas foi submetido a raspagem
dos pélos com tosquiadeira elétrica com cuidado para
nao lesar os mamilos. Apés antissepsia com solugéao
aquosa de clorexidina e colocagéo de campos estéreis,
a rata foi submetida a laparotomia mediana em dois
planos (pele e aponeurose/peritdbneo). A cirurgia foi
realizada sob microscopia com magnificacao de 2,5X.

Antes dos procedimentos fetais, uma a cada
duas ratas, recebeu uma injecéo intraperitoneal de
Dexametosona 0,4 mg/kg diluida em 2ml de agua
para injecao (Grupos TO+Dex, C+Dex e S+Dex), as
outras recebiam 2ml de agua para injecdo apenas
(TO, C e Sham).
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Em todas as ratas, apos a incisao peritoneal,
um corno uterino foi delicadamente exposto e os
procdimentos fetais foram realizados. Concluidos os
procedimentos nesse corno, ele foi restituido a
cavidade abdominal e o outro corno foi exposto A
traqueo ocluséo foi realizada como descrita por
Kitano et al.®. Uma sutura em bolsa com fio de Prole-
ne® 6-0 foi realizada na parede uterina, em seguida
procedeu-se uma incisdo de 5mm, quanto mais longe
possivel da insercdo da placenta, seccionando-se a
parede uterina e as membranas coridnica e amnidtica
subjacentes em diregcdo a cabeca do feto. Para
imobilizacao fetal a sutura em bolsa permitia que apenas
a cabeca do feto fosse exposta mantendo o restante

do corpo dentro do Utero. Sob aumento 2.5X o pescogo
era dissecado e entao visualivaza-se a traqueia. Sob
a traquéia foi passado um fio 7.0 prolene e entao feito
um né para ocluir a traqueia (Figura 2). O feto era entéo
delicadamente colocado de volta ao utero e o liquido
amniético reposto com 0,5ml de solugao salina (Nacl
0,9%). O grupo controle nao era mobilizado. Fetos do
grupo Shamforam somente submetidos a uma incisao
cervical na pele usando a mesma técnica descrita para
expor a cabeca fetal. Finalmente, a laparotomia
materna foi suturada com fio Mononylon 4-0. No
segmento pds-operatdrio imediato foi oferecido
oxigénio suplementar as ratas a uma taxa de 2 litros/
minuto para recuperacao anestésica.

Figura 2. Realizagédo da TO. A: Sutura em bolsa no corno uterino antes da abertura. B: Exposi¢éao da cabeca fetal através
da sutura em bolsa previamente realizada (seta). C: Ligagao da traquéia com prolene® 7.0 (seta) apos disseccgao cervical
sob microscopia. D: Pulmdes controle, sham e TO. Apds extracéo, os mesmos foram colocados lado a lado para comparagéao
macroscopica, onde se observa grande aumento de volume no TO (a direita).

No dia 21,5 da gestacdo, os fetos foram
coletados por cesariana, sacrificados, pesados e
dissecados para analise macroscopica. A TO foi
considerada efetiva nos fetos que apresentaram
distens&o pulmonar confirmada pelo encobrimento do
coragao pelos pulmdes, rebaixamento diafragmatico
e impressdes das costelas na superficie pulmonar.
Apos disseccao, os pulmdes fetais foram gentilmente
extraidos, pesados e fixados em formol 10%.

ApOs inclusao em parafina, foram realizados
cortes histologicos de 5 ym dos pulmdes fetais e
submetidos a coloragdo de H&E para analise
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microscopica e reagdo de imunohistoquimica (IHQ)
com anticorpo primario anti-VEGFR-1 e anti-VEGFR-
2 (sc-316 e sc-6251, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA-USA) para quantificagdao dos
receptores de VEGF e com anti-SP-A (sc-7700, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA-USA).

A contagem de células imunomarcadas foi
realizada com auxilio do software Image-Pro Plus 5.0
(Media Cybernetics Inc, Silver Spring, MD-USA), em
50 campos com objetiva de 100x aleatoriamente
escaneados de cada grupo. Como os pulmdes nao
foram distendidos artificialmente antes da fixagcdo, estes



apresentavam diferentes densidades quanto a
celularidade. Para minimizar o efeito da densidade
pulmonar, além da contagem absoluta de células
imunomarcadas no campo microscoépio analisado, foi
também quantificado o nimero total de células por
campo. Assim foi possivel considerar a contagem
relativa de células imunomarcadas, através da férmula:
Contagem relativa de células imunomarcadas =
Numero total de células imunomarcadas no campo
microscopio / Numero total de células presentes no
campo microscopio.

A andlise estatistica dos pesos e das contagens
celulares foi realizada pelo método de comparacoes
nao-paramétrico teste de Kruskaw-Wallis, utilizando-
se o Sistema de Analises Estatisticas para Windows
(SAS 8.01, SAS Institute Corporation 1999-2000, Cary,
NC, USA) considerando diferenga significativa para
valores de P =0.05.
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RESULTADOS

Duas de 36 ratas gravidas morreram devido a
complicagbes anestésicas no inicio do estudo. Um
total de 34 ratas gravidas foram estudadas,
totalizando 46 triades sem corticoide (C, S e TO) e
44 com dexametasona (C + Dex, S + Dex e TO +
Dex). A mortalidade fetal nos grupos S, S + Dex, TO
e TO + Dex foi respectivamente 11, 13, 73 and 73 %.
Os valores médios e desvios-padrdes referentes aos
pesos pulmonar e corporal, bem como a relacao
pulmonar/corporal e demonstragdo macroscoépica
estédo expressos na Tabela 1 e Figura 2. Os valores
médios e desvios-padréo referentes as contagens
celulares, medidas microscopicas e suas relagdes
estdo expressos na Tabela 2. As diferencas teciduais
e das imunomarcagdes estdo documentadas nos
graficos 1 e 2 e figura 3.

Grafico 1. Porcentagem de células com reagdo imunohistoquimica positiva para VEGFR-1.
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Grafico 2. Porcentagem de células com reacéo Imunohistoquimica positiva para VEGFR-2.

VEGFRZ [%)

10
18 "HE
" .
12
m . . =
]
5 . .
[ ]
3
[

iC = 1] ] C:0um Sy TDHO==

" p < 0,05 comparando com o subgrupo C
*p < 0,05 comparando com o subgrupo C + Dex
§ p < 0,05 comparando com o subgrupo TO

23



Iscaife A et al. Traqueo-oclusao intra-ttero: técnica cirargica.

Figura 3. Andlise microscdpica. A, B e C —Imunohistoquimica para VEGFR-1(FIt-1), aumento original 200x. A — Control:
marcacgdes no epitélio brénquico e fracas marcagdes no vaso; B — TO: imunomarcagdes em toda a espessura do vaso e
epitélio brénquico, detalhe de vaso totalmente marcado, principalmente subendotélio; C — TO+Dex: imunomarcagcées em
parede de vaso, epitélio bronquico e alveolar. Flechas: imunomcarcacées em epitélio brénquico; cabeca de flechas:
imunomarcagbes em vasos. D, E e F — Imunohistoquimica para VEGFR-2 (Flk-1) aumento original 200x. D — Control:
imunomarcagéo em vaso pulmonar e vasa vasorum; E — TO: imunomarcagéo em epitélio brénquico e vaso; F — TO+Dex:
intensas imunomarcagdes em vaso. Flechas: imunomcarcagbes em epitélio brénquico,; cabega de flechas: imunomarcagées
em vasos.

Scale bar = 200 pm

Tabela 1. Variagdes nos pesos corpdreo e pulmonar nas diferentes situagcdes experimentais (média e desvio-padrao).

Pesos C Sham TO C + Dex Sham + Dex TO + Dex
Corporal (g) 553 (x0,39) 4,85(x0,66)" 535(+x0,83) 542(x0,57) 5,31+0,46S% 5,59 (£ 0,72)
Pulmonar (g) 0,13 (x0,01) 0,11 (x0,03)° 0,39 (x0,10)° 0,14 (x0,03) 0,13+0,02% 0,42 (£ 0,11)

Pulmonar/Corporal (x102) 2,44 (+ 0,20) 2,26 (£ 0,42) 7,26 (£ 1,45)° 2,56 (+ 0,31) 2,47 = 0,33 7,43 (+ 1,54)°

" p < 0,05 comparando com o subgrupo Controle
§ p < 0,05 comparando com o subgrupo correspondente sem Dex

Tabela 2. Morfometrias, porcentagem de células positivas para VEGFR-1 e VEGFR-2 nos diferentes grupos experimentais
e controle (media e desvio-padrao).

Medidas C Sham TO C + Dex Sham + Dex TO + Dex
Total de células (x10° cels/mm?) 3,11 (x 0,12) 3,52 (£ 0,93) 1,37 (x0,70) "* 3,18 (x0,32) 3,49 (x0,42) 1,42(+0,88)'*
VEGFR-1 — imunomarcagdes (%) 7,79 (+ 0,38) 7,31 (x 0,55) 11,43 (x0,50) ° 7,92 (+ 0,52) 9,65 (+ 0,48) 18,03 (+ 0,97)"*$

VEGFR-2 — imunomarcagdes (%) 6,22 (+ 0,44) 6,27 (+ 0,33) 8,92 (+ 0,52)* 8,74 (+0,59) 10,07 (+ 0,43) 14,56 (+ 0,94) *$
" p<0,05 comparando com o subgrupo Controle

# p<0,05 comparando com o subgrupo Controle + Dex

§ p<0,05 comparando com o subgrupo correspondente sem Dex

DISCUSSAO

Atualmente, a intervengéo cirlrgica fetal para ~ aqueles que nela atuam’®"". Resultados promissores
HDC possui indicagbes clinicas restritas e configura de m_ter\_/engao fetal para HDC com a colocagao
area de fronteira médico-cientifica e um desafio para transitoria de um baldo intra-traqueal percutaneo,
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ocorrem quando associadas as medidas pulmonares
e a posigcao hepatica'2.

O efeito maturador da TO parece residir,
sobretudo, na acdo mecanica que exerce no
parénquima pulmonar, consoante ao demonstrado
que a aceleracado do crescimento celular esta
diretamente relacionada ao aumento da pressao
intratraqueal'®'4'5. Esse estimulo fisico, além de
recuperar o0 espaco pulmonar perdido pela herniagao
na HDC e restabelecer a arquitetura pulmonar,
estimula processos moleculares, culminando com
maior transcricdo génica, maior produgao protéica e
consequentemente desenvolvimento e diferenciagao
celular confluindo para acelerar a maturagcéo
pulmonar”e.

O VEGF pode ser localizado nos pulmdes, rins
e 0ssos, sendo secretado por células endoteliais e
outras como espermatozdides e pneumdcitos, sendo
considerado um mediador paracrino e autdcrino. Sua
acao ocorre preponderantemente em vasos, porém
atua em outros tecidos como alvéolos, testiculo,
epididimo e endométrio, portanto, é considerado um
mitégeno nao restrito as células endoteliais!.

As alteragdes no VEGF e seus receptores
causam um disturbio da angiogénese levando a uma
remodelacdo prejudicial das pequenas artérias. Isto
posto, demonstrou-se que o VEGF glicoproteina esta
aumentado na HDC e na hipertensao pulmonar,
entretanto outros estudos demonstraram diminuicéo
do VEGF na HDC induzida pelo nitrofen's .

Os glicocorticoides alteram a expressao do
VEGF e do receptor Flk-1 no periodo pés-natal em
pulmdes de fetos normais sendo que in vivo a Dex
estimula a produgéo de ambos e in vitro ha supressao
dos mesmos com Dex. Nessa fase de maturacéo, a
proliferacdo endotelial é baixa sugerindo outras
funcdes do VEGF e seus receptores na cascata do
desenvolvimento pulmonar?.

O mecanismo pelo qual a corticoterapia age
sobre a producéo do VEGF e de seus receptores nao
estd completamente elucidado. Nao obstante ha
aumento do VEGF diante da hipdxia. Embora a
diminuicéo de oxigénio estimule fatores de transcricao
controladores da expressao de VEGF, a hipdxia leva
ao estresse que estimula liberagao de cortisol
enddgeno. Portanto pode haver uma estimulagéo do
VEGF pela hipdxia diretamente ou mediada por
corticéide®.

O fator de transcricdao do VEGF, HIF-23, é
estimulado pela hipéxia e quando suprimido causa
sindrome da angustia respiratéria em ratos devido a
deficiéncia na producado de surfactante pelos
pneumdcitos Il. Anticorpos anti-VEGFR-2 (FLK-1)
também causam sindrome da angustia respiratéria e
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a aplicacao intra-traqueal de VEGF no pds-natal
estimula a producdo de surfactante pelos
pneumdacitos Il indicando a presencga de receptores
para VEGF nestas células. Esta relacao foi
confirmada no presente estudo, onde as alteracbes
do VEGFR-2 e dos pneumdcitos Il ocorriam
concomitantemente. O VEGF induz rapidamente a
conversao do glicogénio do pneumécito Il em
surfactante e essa acdo parece ser mediada
principalmente pelo FIK-1 que também sofre agéo do
glicocorticdide®?°,

O VEGFR-2(Flk-1) é expresso nas fases inicias
do desenvolvimento pulmonar, enquanto o VEGFR-
1(Flt-1) aumenta nas fases tardias desse
desenvolvimento. Isto posto, pressupde-se que o
VEGFR-2(Flk-1) atuaria na ativagao da angiogénese,
enquanto o VEGFR-1(Flt-1) na maturagdo e na
integridade da parede dos vasos. Devido a sua alta
afinidade pelo VEGF, o VEGFR-1(Flt-1) tem sido
implicado no seqliestro de VEGF para impedir sua
ligacdo com o VEGFR-2(Flk-1) agindo assim na
resolucao da fase de angiogénese?'?2,

No presente estudo observou-se em pulmdes
normais um aumento significativo do VEGFR-1(FIt-
1) no grupo TO e principalmente no grupo TO + Dex,
onde foi maior de 50%. Houve também aumento
menos significativo do VEGFR-2 (Flk-1) no grupo TO
e TO + Dex. Seguindo esse principio, a TO com 18,5
dias de gestacdo em fetos de rato onde o pulméao se
encontra na fase canalicular parece acelerar a
maturagcao vascular pulmonar, pois ha grande
elevacao do VEGFR-1(Flt-1) (fase tardia da
angiogénese) e menor elevagao do VEGFR-2 (Flk-
1) (fase inicial da angiogénese)®.

O VEGFR-2 teve aumento significativo com a
TO, porém com a TO + Dex o aumento foi maior,
sugerindo maior expresséo desse receptor no tecido
pulmonar, que pode ter favorecido a manuteng¢éo dos
pneumdcitos 1.

Ocorre uma distingéo entre as fungdes do
VEGF glicoproteina e VEGFR. Na hipertenséao
pulmonar o VEGF glicoproteina esta aumentado,
porém esse aumento parece ser devido a hipdxia a
que o tecido pulmonar estd submetido (devido a
hipertensdo pulmonar e menor fluxo) e ndo que a
hipertensao seja devida ao aumento do VEGF, pode-
se dizer que o aumento do VEGF é conseqléncia da
hipertensédo pulmonar e ndo a causa. Na situagao de
hipertens@o pulmonar parece haver um desarranjo
na angiogénese e o aumento do VEGF seria uma
tentativa de compensar esse defeito e produzir mais
vasos para chegar mais sangue, mas esse
mecanismo acaba por piorar a situacao porque os
vasos passam a ser formados desorganizadamente.

O bloqueio da producdo do VEGF causa um
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disturbio no desenvolvimento pulmonar normal
induzindo apoptose, indicando que o VEGF pode
relacionar-se com desenvolvimento epitelial e
vascular. Isso explicaria a presenca dos receptores
em outros tecidos além do epitélio vascular, como
epitélio brénquico, alveolar e mesénquima'’,

Pulmdes submetidos a TO s&o distendidos com
diminui¢édo da celularidade quando comparados com
os pulmdes normais dos controles. A utilizagdo da
técnica de distensao pulmonar com infuséo traqueal
de liquidos apds o nascimento é utilizada para
minimizar essas diferencas teciduais. No presente
estudo, optou-se pela contagem de imunomarcagdes
relativa ao total de células e a superficie celular,
considerando que mesmo apos distensao com liquidos
os pulmdes TO diferem dos normais, por apresentarem
distensibilidade diferente®*%.

Ndo ha um consenso se o VEGF esta
aumentado ou diminuido na HDC. Oue et al relata que

houve aumento de VEGF no modelo de CDH induzido
pelo nitrofen, mas esse aumento nao pode ser excluido
da prépria agao téxica do nitrofen, por outro lado, no
mesmo modelo, Chang et al relatam diminuigdo do
VEGF1819,

Os nossos achados mostram que a associagao
da TO com a corticoterapia induz maior producao dos
receptores de VEGF, contribuindo para maturagao
vascular e maior distensibilidade pulmonar, com
melhora funcional ao pulmaoc®6.28,

Em conclusao, os receptores de VEGF e os
pneumdcitos Il sdo determinantes da maturacéo
pulmonar e suas alteracdes contribuem para
fisiopatologia da HDC com graves implica¢cdes
clinicas. Em pulmdes normais de fetos de ratos, a
TO e a corticoterapia estimularam a expressao dos
receptores de VEGF podendo ter implicagdes
fundamentais no desenvolvimento pulmonar e na
fisiopatologia da HDC.

Iscaife A, Gongalves A, Silveira MRM, Carvalho HF, Pereira LAV, Sbragia Neto L. In utero
tracheal occlusion: surgical approach associated to steroid treatment increase VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) receptors in lungs of fetal rats. Rev Med (S&ao Paulo). 2007 jan.-
mar.;86(1):20-7.

ABSTRACT: Background/Purpose: Congenital diaphragmatic hernia (CDH) presents with
hypoplastic lungs and usually leads to pulmonary hypertension and high neonatal mortality.
Fetal tracheal occlusion (TO) and prenatal corticotherapy are alternatives to accelerate fetal
pulmonary growth and decrease hypoplasia in CDH. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
production and surfactant production by type Il pneumocytes are related with pulmonary maturity
and are altered in CDH, but little has been described about VEGF receptors. Our objective was
to quantify the receptors of VEGF (VEGFR) and type Il pneumocytes, verifying the effects of
TO and corticotherapy on normal lungs of fetal rats.

Methods: Six groups of 12 Spreague-Dawley rat fetuses (gestation=22 days) were compared:
TO, S (sham), C (control), TO+Dex, S+Dex and C+Dex. On the 18.5 gestational day, TO was
performed with and without corticotherapy, using dexamethasone. On the 21.5 gestational day
body and lung weights were measured. Immunohistochemistry was carried out for VEGFR-1
(FIt-1) and VEGFR-2 (Flk-1), as well as anti-SP-A, microscopic analysis and quantification of
immune system marking.

Results: Body weight decreased in Sham and lung weight increased in TO and TO+Dex (p<0.05)
groups. VEGFR-1 and VEGFR-2 increased in TO and in TO+Dex (p<0.05). Type Il pneumocytes
(SP-A) decreased both in the TO and in TO+Dex groups in comparison with the Control group
in absolute value (p<0.05), with no differences in relative value to total cell count.
Conclusion: TO in association with the use of corticosteroids increased VEGFR-1 and VEGFR-
2, while the quantity of type Il pneumocytes (SP-A) decreased in relation to the area considered,
but not in relation to the total of pulmonary cells.

KEY WORDS: Hernia diaphragmatic/therapy. Hernia diaphragmatic/congenital. Hernia
diaphragmatic/surgery. Hernia diaphragmatic/complications. Hypertension pulmonary/
prevention and control. Hypertension pulmonary/mortality. Neonatal mortality (public health).
Models, animal. Adrenal cortex hormones/use therapeutic. Immunohistochemistry.
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