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RESUMO

STEIMBACK, Paula Werneck. Efeitos da frequéncia e da pressédo de platod
inspiratéria durante o suspiro em modelo experimental de lesdao pulmonar aguda.
Dissertacdo (Mestrado em Clinica Médica Area de concentracdo em Ciéncias
Pneumolégicas) - Departamento de Clinica Médica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Apesar da manobra de recrutamento alveolar com suspiro acarretar melhora
da mecanica e oxigenacdo na lesdao pulmonar aguda (LPA), as elevadas frequéncia
e pressdo de platd inspiratoria (Pplat) geradas pelo suspiro podem induzir e/ou
intensificar o estresse pulmonar. Esse estudo objetiva avaliar os efeitos de diferentes
frequéncias e Pplat durante o suspiro em modelo experimental de LPA. Foram
estudados ratos sadios [salina (0,1 ml, ip)] e com LPA induzida por paraquat (15
mg/kg, ip). ApoOs 24h, os ratos foram anestesiados e ventilados mecanicamente com
volume corrente = 4 mllkg e PEEP = 5 cmH;O. As manobras de recrutamento
utilizadas foram: pressdo continua nas vias aéreas (MR-CPAP; 40 cmH,O por 40
segundos) ou suspiro. O suspiro foi realizado de trés formas por periodo de 1 hora:
a) 3 suspiros consecutivos por minuto com Pplat=40 cmH,O (S180/40), b) 1 suspiro
a cada seis minutos com Pplat=40 cmH,0O (S10/40), c) 1 suspiro a cada seis minutos
com Pplat=20 cmH,0 (S10/20). A elastancia estatica do pulméao (Est,L) e a presséo
arterial parcial de oxigénio (PaO;) melhoraram independentemente da freqiiéncia do
suspiro. S180/40 acarretou hiperinsuflacdo alveolar, lesdo ao epitélio alveolar,
aumento da apoptose de células epiteliais no rim e pulmdo associados a elevada
expressdao de RNAm para procolageno tipo Il (PCIIl). S10/40 induziu melhora da
mecanica e PaO,, assim como reducao da apoptose de células renais e pulmonares

e da expressdo de RNAm para PCIIl. No grupo S10/20 houve piora da elastancia e

da oxigenacao, porém a expressdo do RNAm para PCIIl foi similar ao grupo S10/40.



Em concluséo, sob as condi¢des experimentais descritas neste estudo, a reducéo da
frequéncia do suspiro acarretou melhora morfofuncional enquanto que a diminui¢cao
da presséo piorou a mecanica e oxigenacao sem efeitos protetores ao parénquima
pulmonar.

Palavras chaves: Elastancia, pressdo transpulmonar, manobras de

recrutamento, apoptose.



ABSTRACT

STEIMBACK, Paula Werneck. Effects of frequency and inspiratory plateau
pressure during sigh in experimental acute lung injury. Dissertacdo (Mestrado em
Clinica Médica Area de concentracdo em Ciéncias Pneumoldgicas) - Departamento
de Clinica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Although sigh presented a beneficial effect on lung mechanics and
oxygenation in acute lung injury (ALI), we tested the hypothesis that frequency and
plateau pressure (Pplat) during sigh might yield or intensify lung mechanical stress.
We studied healthy [saline (0.1 ml, ip)] and paraquat-induced ALI (15 mg/kg, ip) rats.
Twenty-four hours after induction, rats were anesthetized and mechanically
ventilated with tidal volume=4 ml/kg and PEEP=5 cmH,O. Recruitment maneuvers
were then applyed using continuous positive airway pressure (RM-CPAP, 40 cmH,0O
for 40 s) or sigh. Sigh was applyed using three different strategies, during one hour:
a) 3 consecutive sighs/min and Pplat=40 cmH,O (S180/40), b) 1 sigh every 6 min
and Pplat=40 cmH,O (S10/40), and c) S10 with Pplat=20 cmH»O (S10/20). Lung
static elastance (EstL) and oxygenation (PaO;) improved independently of sigh
frequency applyed. S180/40 showed alveolar hyperinflation, alveolar epithelium
lesion, increased rates of lung and kidney’s epithelial cells apoptosis associated with
high type 1l procollagen (PCIlIlI) mRNA expression. S10/40 yielded a further decrease
in Est,L, improvement in PaO,, marked reduction in alveolar hyperinflation, lung and
kidney’s epithelial cell apoptosis, and PCllIl mRNA expression. Est,L and the amount of
alveolar collapse were higher in S10/20 than S10/40, but PCIlIl mRNA expression
remained similar to S10/40. In conclusion, under the present experimental conditions,
the reduction in sigh frequency led to a better morphofunctional and molecular
profile, and the association with reduced Pplat worsen lung mechanics and histology

with no further protective effects on lung parenchyma.



Key words: elastance, transpulmonary pressure, recruitment maneuvers,

apoptosis
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracfes gerais

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) caracteriza-se pelo
acometimento agudo estrutural e funcional do pulméo, levando a hipoxemia grave,
reducdo da complacéncia e da capacidade residual funcional associada a infiltrado
pulmonar difuso e bilateral na telerradiografia de térax (ARTIGAS, 1998). Desde a
primeira descricdo da sindrome (ASHBAUGH, 1967), diferentes critérios
diagnosticos e terapias vém sendo estudadas. Assim, na tentativa de uniformizar e
simplificar o diagnéstico da SDRA, foi realizado o Consenso Americano-Europeu

(BERNARD, 1994), onde foram definidos os seguintes critérios (Tabela 1):

Tabela 1 — Critérios para definicdo de lesdo pulmonar aguda (LPA) e

sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA).

Pressao Capilar

Inicio Oxigenacao Rx térax
Pulmonar
Infiltrado
LPA Agudo PaO,/FiO, ?300 ?18 mmHg
bilateral
Infiltrado
SDRA Agudo PaO,/FiO, ?200 ?18 mmHg
bilateral

PaO,: pressao parcial de oxigénio no sangue arterial
FiO,: fracdo inspirada de oxigénio

De acordo com esses critérios, a SDRA corresponde a forma clinica mais
grave e, a manifestacdo mais branda, convencionouse chamar lesdo pulmonar

aguda (LPA).
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Diversas condigfes clinicas podem acarretar a Sindrome do Desconforto
Respiratorio Agudo (Tabela 2) (BERNARD, 1994). Do ponto de vista fisiopatoldgico,
essas condic¢des clinicas sho divididas em lesdes diretas ou indiretas dependendo
da origem do insulto inicial. As lesGes diretas sdo aquelas determinadas por
agressoes diretas ao parénquima pulmonar, com lesdo primaria do epitélio alveolar,
como: pneumonia, broncoaspiracdo e trauma de torax. J4 as lesdes indiretas tém
seu foco inicial extra pulmonar, sendo causada por: sepse abdominal, pancreatite e
politransfusdo de hemoderivados GATTINONI, 1998), sendo a lesédo priméria do

endotélio pulmonar.

Tabela 2 — Condig¢des clinicas relacionadas a LPA/ SDRA

Lesdes diretas LesOes indiretas
Pneumonia Sepse
Broncoaspiragao Pancreatite
Trauma de térax Politraumatismo
Inalacdo de Fumaca Politransfuséo de hemoderivados
Embolia Gordurosa Circulagéo extra— corpoérea
Afogamento

1.2 Epidemiologia

A incidéncia de SDRA e LPA vem aumentando. De acordo com o banco de
dados de um estudo multicéntrico e randomizado (ARDSNETWORK, 2000) a
incidéncia da SDRA pode chegar a 64,2 casos por 10° pessoas-ano em hospitais

com mais de 20 leitos de terapia intensiva, independente do status académico
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destes hospitais GOSS, 2003). A prevaléncia da SDRA varia de 2,4% a 19,5%,
sendo que esta diferenca ocorre apesar dos critérios diagnosticos uilizados terem
sido os mesmos em ambos relatos (VINCENT, 2003). Recente estudo realizado em
21 hospitais nos EUA, descreveu que a incidéncia de LPA chegou a 86 por 100.000

pessoas-ano, quando ajustada para idade (RUBENFELD, 2005).

A taxa de letalidade associada a SDRA est4 em torno de 50% desde a sua
primeira descricdo ha quase quatro décadas. Naquela época, a alta letalidade
estava relacionada a hipoxemia refrataria. Atualmente, o ébito induzido por faléncia
respiratoria primaria ocorre em somente 20% dos casos (MEAD, 2008), sendo a
principal causa de morte a faléncia organica multipla. Na maioria dos casos, a morte
dentro de 72 horas de instalacdo da sindrome esta relacionada a doenca de base,
enquanto o evento fatal tardio (ap6s 72 h) decorre de sepse (MONTGOMERY,
1985). De fato, apds o insulto inicial, os determinantes do progndstico do paciente
sdo: idade, faléncia organica multipla, principalmente a insuficiéncia renal, e sepse
(LUHR, 1999; VALTA, 1999; ESTEBAN, 2002). Zambom e Vincent analisando os
trabalhos publicados na literatura de 1994 a 2006, evidenciaram grande variagdo na

taxa de letalidade (de 15 a 72%, média de 43%) (ZAMBOM, 2008).

1.3 Fisiopatologia

A principal caracteristica da fisiopatologia da SDRA €& a alteracdo da
permeabilidade alvéolo-capilar (por quebra da integridade endotelial e epitelial),
levando a edema pulmonar rico em proteinas associado a infiltracdo neutrofilica e
disfuncdo do surfactante. A associacdo destes eventos acarreta prejuizo na troca
gasosa (WEIBEL, 1983). O edema pulmonar resulta aumento do peso do pulméo,

promovendo colapso das porcdes dependentes, que é agravado pelo gradiente
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gravitacional formado na posicdo supina. O colapso das porc¢des basais do pulméo
torna-as ndo funcionais, de modo que apenas o terco mais superior do pulmao
permanece com suas func¢des de troca. Esta pequena porcao funcional do pulméao

foi denominada baby lung (GATTINONI, 2001).

Quando o pulméo sofre uma agressdo (seja esta de qualquer natureza)
ocorre liberacdo de mediadores inflamatorios como fator de necrose tumoral (TNF-a)
e interleucinas (IL) [IL-1? e IL-8] (MARTIN, 1999). Esses mediadores determinam
migracdo de leucadcitos para o pulméao, promovendo liberacédo de radicais livres de
oxigénio e proteases, que acarretam dano ao endotélio capilar e epitélio alveolar
induzindo alteracdo funcional da barreira alvéolo-capilar pulmonar (CALANDRINO,
1988). A partir dai, proteinas saem do espaco vascular para o intersticio e para o
espaco alveolar levando a formacdo de um edema alveolar rico em proteinas,
sangue e restos celulares. Esse edema alveolar acarreta inativacédo do surfactante, o
gue resulta em aumento da tensdo superficial e colapso alveolar WARE, 2001). O
colapso alveolar juntamente com o edema alveolar induz disturbio da relacéo
ventilacdo—perfusdo e aumento do espaco morto fisioldégico determinando hipoxemia
grave e muitas vezes hipercapnia (NUCKTON, 2002). O colapso alveolar ocasiona
também prejuizo no funcionamento das unidades alveolares ndo comprometidas, ja
gue através do mecanismo da interdependéncia alveolar as paredes alveolares se
estiram devido ao colapso e/ou hiperdistensédo de unidades vizinhas. O produto final
deste desarranjo € um pulm&o com complacéncia reduzida, aumento na resisténcia
e hipertensdo de artéria pulmonar. A SDRA é classicamente subdividida em trés
fases: exsudativa, proliferativa e fibrética que apresentam diferentes manifestacdes
clinicas, histopatolégicas e radioldgicas (ROCCO, 2001; 2004, 2005, 2008). Na fase

exsudativa h4 aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, lesdo de
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pneumacitos tipos | e Il, desnaturagdo do surfactante pulmonar com subsequente
formacdo de edema alveolar (WARE, 2000), hemorragia na superficie do
parénquima, ductos alveolares dilatados, em contraste com alvéolos edemaciados e
colapsados e membranas hialinas eosinofilicas ao longo do ducto alveolar. A fase
proliferativa tem sido descrita iniciando-se no terceiro dia, e estendendo-se por sete
dias ou mais, sendo o estagio de organizacdo do exsudato intra-alveolar e intersticial
adquirido na fase aguda. Os PIlI se multiplicam ao longo do septo alveolar para cobrir
areas previamente desnudas da membrana basal. Fibroblastos e miofibroblastos
proliferam na parede alveolar, migram através dos hiatos da membrana e convertem
0 exsudato intra-alveolar em um tecido de granulagéo. Posteriormente, ha deposicao
de colageno, surgindo um tecido fibroso e denso, que ocasiona espessamento do
septo. H& aumento gradual de tecido intersticial com a evolucdo temporal da SDRA
(WALLACE, 2002). Aléem disso, foram detectadas algumas fibrilas de colageno
recém-formadas nos espacos alveolares associadas com miofibroblastos (DOS
SANTOS, 2006). Varios estudos sugerem que 0os mecanismos de resolucéo e reparo
da lesdo pulmonar em adultos sdo controlados, em parte, por vias regulatorias
importantes na morfogénese e desenvolvimento pulmonar. A alteracdo na regulacéo
dessas vias pode resultar em amplificacdo da lesao inicial e reparo desordenado,
com ocorréncia de fibrose. Muitos pacientes podem ter a SDRA resolvida nesse
estagio, alguns, porém, evoluem para o reparo pulmonar, podendo atingir a fase
fibrotica. Na fase fibrética, observam-se alvéolos fibréticos e obliterados,
irregularidades nas espessuras das paredes alveolares, associadas com dilatac6es
e estreitamento dos espacos aéreos, além de um epitélio estratificado escamoso
cubdide. O exsudato intra-alveolar se organiza, com deposicédo de fibrinogénio em

areas de membrana hialina, fibronectina em areas de fibrose intra-alveolar e
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gueratina no epitélio alveolar, glandulas brénquicas e mesotélio. A organizacao do
exsudato e o colapso alveolar sdo os principais mecanismos responsaveis pelo
remodelamento da arquitetura alveolar e desenvolvimento de fibrose ap6s SDRA

(MEDURI, 1991; MENDEZ, 2005).

A natureza do evento determinante da SDRA também tem um papel
Importante na sua fisiopatologia (ROCCO, 2005, 2008). Gattinoni e colaboradores
relataram que a SDRA de etiologia pulmonar apresenta mais consolidacdo enquanto
gue a de origem extra pulmonar mais colapso. Desta maneira, dependendo da
etiologia da SDRA, a resposta as manobras de recrutamento alveolar pode diferir

(GATTINONI, 1998; ROCCO, 2005; RIVA, 2008; ROCCO, 2008).

1.4 Leséo pulmonar induzida pela ventilagdo mecénica

Antes da primeira descricdo da SDRA, ja havia relatos descrevendo o quéo
nociva poderia ser a ventilagdo pulmonar artificial (GREENFIELD, 1964). Entretanto,
como a ventilagdo mecénica tornou-se a Unica ferramenta no tratamento de SDRA,
este conceito ficou esquecido. Anos ap0s o0 aprimoramento das técnicas e das
maquinas para ventilagdo pulmonar artificial a letalidade na SDRA continuava
elevada. Em 1974, Webb e Tierney mostraram que pulmfes de ratos sadios,
ventilados com pressao inspiratéria de 45 cmH20O apresentavam grave lesdo da
membrana alvéolo-capilar com extravasamento de liquido e células para o intersticio
e alvéolo e que a adicdo de uma PEEP de 10 cmH20O tinha um efeito protetor
(WEBB, 1974). Essa lesdo encontrada se assemelhava ao dano alveolar difuso
evidenciado na SDRA. A este mecanismo de lesdo denominou-se lesdo pulmonar
induzida (VILI) ou associada a ventilagdo mecénica (VALI), quando esta ocorre em

um individuo sem lesdo pulmonar prévia a ventilacéo artificial (DOS SANTOS, 2006).
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Dentre os principais mecanismos da VILI podemos citar: o barotrauma
desencadeado pelo aumento da pressdo; volutrauma causado por uma
hiperdistensdo dos alvéolos devido aos altos volumes; atelectrauma resultante do
fechamento e da abertura ciclica dos alvéolos; além do biotrauma onde a leséo é

determinada por liberacdo de mediadores inflamatorios.

1.4.1 Barotrauma

O barotrauma é caracterizado por fuga de ar causada pela ruptura da parede
dos espacos aéreos, com manifestacbes clinicas e radiologicas, que incluem
pneumotoérax, pneumomediastino, pneumoperitbneo, embolia gasosa e enfisema
intersticial. A comprovacdo de que altas pressfes acarretavam acometimento ao
nivel celular e fisiologico s6 ocorreu a partir da década de 70. Varios estudos clinicos
e experimentais sugeriram que a ventilagdo mecanica poderia afetar de maneira
adversa a funcdo e estrutura pulmonares (GREENFIELD, 1964; SLADEN, 1968),
porém eles eram controversos. Apés o estudo de Webb e Tierney, inUmeros estudos
ratificaram a existéncia de dano alveolar difuso induzido pela presséo inspiratéria
elevada (DREYFUSS, 1984; PARKER,1984; KOLOBOW, 1987; DREYFUSS, 1988;

PARKER, 1990).

1.4.2 Volutrauma

Evidéncias experimentais indicaram que o grau de insuflacdo pulmonar é
mais importante em determinar lesdo pulmonar do que o nivel de pressao
inspiratoria. Isto porque tocadores de trombeta comumente alcangcam pressfes de
via aérea de 150 cmH,O sem causar dano pulmonar BOUHUYS, 1969). O termo
volutrauma nasceu das observacbes de Dreyfuss e colaboradores (DREYFUSS,
1985), onde ratos ventilados com altos volumes correntes e baixas pressdes de pico

apresentavam edema e hemorragia pulmonares da mesma maneira que aqueles
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ventilados com altas pressdes de pico. J& os animais ventilados com altas pressdes
e baixos volumes tinham menor grau de lesdo pulmonar e hemorragia. O volume
corrente elevado acarreta alteracbes da membrana alvéolo-capilar devido ao
estresse gerado na parede alveolar. Estes resultados foram confirmados em outras

espécies animais (HERNANDEZ, 1989; CARLTON, 1990).

1.4.3 Atelectrauma

O atelectrauma é uma leséo resultante do fechamento e abertura ciclicos das
unidades pulmonares distais, também chamado de recrutamento/desrecrutamento
(DOS SANTOS, 2006). O recrutamento alveolar refere-se a abertura dos alvéolos
colapsados e o desrecrutamento decorre do colapso dos alvéolos previamente
abertos. O termo “manutencdo do recrutamento alveolar” descreve o estado de
recrutamento alveolar sustentado, prevenindo o desrecrutamento. Estudos
experimentais demonstraram reducdo do edema pulmonar e do atelectrauma
quando os pulmdes foram recrutados e uma PEEP administrada (DREYFUSS,
1998). A PEEP evita o colapso alveolar e, consequentemente, o estresse de

cisalnamento (HAMILTON, 1983; MCCULLOCH, 1988; MUSCEDERE, 1994).

1.4.4 Biotrauma

Ao contrario dos trés determinantes da VILI (barotrauma, volutrauma e
atelectrauma), o biotrauma descreve um processo de lesdo que pode ocorrer no
pulmdo na auséncia de danos ultra-estruturais (DOS SANTOS, 2006). A hipotese
proposta para o biotrauma é que forcas biofisicas alterem a fisiologia celular normal
do pulméo, induzindo a um aumento dos niveis de mediadores inflamatérios, reparo
e remodelamento do pulm&o e apoptose. Logo, um estimulo mecéanico gstresse
global e/ou regional) seriam captados por células (mecanosensores) e convertidos

em sinais bioquimicos e bioldgicos. A esse fendbmeno denomina-se
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mecanotransdugdo (WIRTZ, 2000; DOS SANTOS, 2000; FREDBERG, 2006). Se o
estimulo mecanico alcancar o limiar de estresse, estruturas pulmonares podem se
romper (GATTINONI, 2003; PELOSI, 2008). Se a forga for inferior a esse limiar de
estresse, porém nao fisioldgica, eventos bioldgicos intracelulares também poderéao
ocorrer, resultando na producdo e liberacdo de mediadores inflamatorios
(TREMBLAY, 1997; LIU, 1999; DOS SANTOS, 2000, 2006) e na alteracdo da
expressdo génica e sintese protéica de varias moléculas da matriz extracelular
pulmonar (XU, 1996; GARCIA, 2004; MASCARENHAS, 2004; FARIAS, 2005; SUK]I,
2005; RIVA, 2008).

Os mecanosensores sdo representados por canais ibnicos presentes na
membrana celular que estdo em intimo contato com proteino quinases intracelulares
(SACKIN, 1995). A matrix extracelular e as integrinas de membrana celular
diretamente conectadas ao citoesqueleto da célula também sdo vias de
mecanosensores bastante conhecidas e estudadas (INGBER, 1991, 1993). A
ativacado destes sensores vai determinar ativacdo de proteinoquinases, geracao de
segundo mensageiro; fosforilagdo e ativacdo de moléculas de sinalizacao;
amplificacdo por cascatas enzimaticas; e modulacdo de expressdo génica. No
nacleo, as forcas fisicas podem exercer seus efeitos por influenciar a expresséo de
genes de resposta precoce [c-fos, c-jun, c-myc, JE, ELK-1, AP-1, SP-1, fator nuclear
(NF)-?B, Egr-1] (INGBER, 1997). Os fatores de transcricdo sdo proteinas que se

ligam ao DNA regulando a expressédo génica. Destes, o NF-?B tem recebido uma

atencao especial. Varios estudos in vivo e in vitro mostraram que 0 estresse de

cisalhamento supra-regula o NF-?B (KOMURO, 1991; SCHWARTZ, 1996),

aumentando a sintese de citocinas (IL-6, IL-8, IL1-?, e TNF-?) (SCHWARTZ, 1996).
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1.5 Estratégia de ventilagdo protetora

A ventilacio na SDRA foi inicialmente instituida objetivando a
normalizacdo das trocas gasosas, ou seja, oxigenacdo adequada e normocapnia,
nao importando os niveis de pressdo atingidos. Para isso, 0s pacientes eram
ventilados com pressao positiva, geralmente em modos ciclados a volume, com
volume corrente de 10 a 15 ml/kg, frequéncia respiratdria elevada (até 24 incursdes
por minuto) e PEEP para manter a fracdo inspirada de oxigénio FiO,) menor que
60% e a saturacdo periférica de oxigénio Sp0O2) maior que 90%. A PEEP era
aplicada para tentar reduzir a fracdo inspirada de O, com niveis que n&o

ultrapassavam 15 cmH,0.

Em 1992, Lachmann e colaboradores descreveram a estratégia
ventilatoria denominada “open lung approach”. Com base nos resultados das
pesquisas de lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica, propuseram uma
estratégia de ventilacdo cujo foco principal era o repouso alveolar (LACHMANN,
1992). A abertura das unidades alveolares colapsadas pelo recrutamento alveolar
deveria ser mantida pela aplicacdo de presséao no final da expiragéo suficiente para
impedir o fechamento das unidades alveolares mais instaveis. Com isso o0 alvéolo
ficaria aberto durante todo o ciclo respiratério impedindo a leséo da parede alveolar
pelas forcas de cisalhamento promovidas pela abertura e fechamento ciclicos
alveolares.

Amato e colaboradores publicaram um estudo clinico e randomizado com 56
pacientes com SDRA ventilados com estratégia convencional ou protetora. No grupo
gue recebeu estratégia ventilatéria protetora, os individuos eram recrutados com
CPAP, tinham a PEEP titulada pela curva Pressdo x Volume e aplicada 2 cmH,O

acima do Ponto de Inflexdo Inferior e ventilados com volume corrente de 6 mil/kg. A
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taxa de letalidade apdés 28 dias foi de 71% para os pacientes em ventilacdo
convencional e 38% naqueles em ventilacdo protetora (AMATO, 1998).
Posteriormente o ARDSnetwork realizou outro estudo multicéntrico, randomizado
gue evidenciou reducdo de 9% na letalidade dos pacientes com SDRA ventilados
com baixo volume corrente (6 ml/kg) (ARDSNETWORK, 2000).

Uma metanalise que envolveu cinco estudos totalizando 1202 pacientes com
SDRA ou lesdo pulmonar aguda foi publicada com o objetivo priméario de avaliar a
modificacdo da taxa de letalidade com o uso de baixo volume corrente (6 ml/Kg). O
objetivo secundario era avaliar se havia diferenca entre baixo volume corrente e o
convencional caso a pressdo de platd usada fosse maior que 30 a 35 cmH»0. Os
autores observaram que a ventilagdo com volume corrente reduzido acarretava
diminuicdo da letalidade no final do seguimento de cada estudo: 36% versus 42%,
risco relativo (RR) 0,85 (intervalo de confianca 0,74 a 0,98). Quando se aplicava um
modelo de andlise randdmica, a intervencdo ndo tinha significado estatistico. A
estratégia ventilatoria protetora reduziu significativamente a letalidade em 28 dias:
RR 0,74 (intervalo de confianca 0,61 a 0,88). Nao houve diferenca significativa entre
a estratégia com baixo volume corrente e a convencional em presenca de pressao
de platé menor ou igual a 31 cmH,0O: RR 1,13 (intervalo de confianca 0,88 a 1,45).
Os autores concluiram que a heterogeneidade dos estudos impede uma
comparacdo mais efetiva. Existe uma tendéncia ao beneficio clinico da ventilagdo
com baixo volume corrente, entretanto em pacientes com contra-indicacdo a
hipercapnia, ndo h& evidéncia de beneficio da ventilacdo com baixo volume corrente

(PETRUCCI, 2004).
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1.6 Manobras de Recrutamento Alveolar

O uso de baixos volumes correntes acarreta colapso alveolar e a necessidade
de altos niveis de PEEP (LAPINSKY, 2005). Entretanto, a PEEP alta pode acarretar
lesdo pulmonar (KIRCHNER, 2005) e as manobras de recrutamento s&o
consideradas estratégias eficazes para abrir os alvéolos colapsados, acarretando
uma ventilacdo mais homogénea. Diversas técnicas de recrutamento alveolar vém
sendo descritas (CPAP, suspiro, PEEP progressivo) com o objetivo de reverter a
hipoxemia, reduzir os niveis de PEEP e FiO,, minimizando a lesdo associada e/ou
induzida pela ventilacdo mecénica AMATO, 1998; PELOSI, 1999; PELOSI, 2003;

BORGES, 2006).

1.6.1 Presséo positiva continua nas vias aéreas

A manobra de recrutamento alveolar por pressdo positiva continua nas vias
aéreas (CPAP) é frequentemente utilizada na pratica clinica diaria e consiste na
aplicacdo de uma presséo de 35 a 40 cmH>O no paciente sob sedagéao e paralisagéo
neuromuscular por cerca de 40 segundos.

Em estudo clinico multicéntrico o uso de volumes correntes baixos e de
manobra de recrutamento com CPAP em pacientes com SDRA antes da escolha da
PEEP ideal e ap6s cada desconexdo do respirador acarretou melhora da sobrevida
(AMATO, 1998). O nivel de pressdao e o tempo utilizados para esta manobra de
recrutamento variam entre os pesquisadores: 30 cmH,O por 30 segundos
(GREAVES, 1995), 40 cmH,0 por 7 a 15 segundos para reverter atelectasias em
pulmdes sadios submetidos a anestesia geral (ROTHEN, 1999), 35 a 40 cmH,O por
20 segundos em pulmdes colapsados (LAPINSKY, 1999), 40 cmH,O por 40
segundos (GATTINONI, 1995) e 55 cmH,O (SJOSTRAND, 1995). Todos os estudos

citados relataram boa tolerancia pelo paciente e manutencédo dos efeitos benéficos
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funcionais por até quatro horas apdés a manobra de recrutamento. N&o houve
descricdo de instabilidade hemodindmica significativa ou desenvolvimento de
barotrauma. A adicdo de PEEP apds a manobra é fundamental para tais efeitos
perdurarem por mais tempo (KO, 2008). Entretanto, estudo experimental utilizando
recrutamento alveolar com CPAP em ratos com LPA mostrou inducdo de estresse
mecanico com aumento do RNAm para pr6 colageno tipo Il (FARIAS, 2005). Neste
mesmo estudo, a aplicacdo de baixos niveis de PEEP minimizou o estresse gerado

pela manobra de recrutamento.

1.6.2 Manobra de Recrutamento com Pressdo Controlada e aumento
progressivo da PEEP

Esta manobra consiste em um aumento progressivo da PEEP em pacientes
ventilados em PCV e com delta de pressdo de 15 cmH,O acima da PEEP. A
manobra é iniciada com PEEP de 10 cmH,O e a cada dois minutos a PEEP é
aumentada em 5 cmH,0, até 45 cmH,O (pressao total em vias aéreas = 60 cmH0).
Em cada passo da manobra é coletado sangue arterial para calculo da PaO,/FiO,.
Se o recrutamento total (PaO./FiO.> 400) for atingido com pressdes inferiores a 60
cmH,0, a manobra pode ser interrompida pois 0 objetivo ja foi atingido. Borges e
colaboradores estudaram pacientes com SDRA submetidos a esta manobra e

observaram melhora significativa e sustentada da PaO,/FiO, (BORGES, 2006).

1.6.3 Suspiro

Pelosi e colaboradores estudaram pacientes com SDRA ventilados com trés
sSuspiros consecutivos por minuto, com presséao platd de 45 cmH,0O, durante 1 hora.
Os autores observaram aumento da PaO./FiO, e do volume expiratério final e
reducdo da PaCO,. Entretanto, esses beneficios eram perdidos 30 minutos apos a

interrupcédo do suspiro (PELOSI, 1999). Ressalta-se, no entanto, que o uso de
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suspiros durante a ventilagdo em posicao prona, propicia manutencdo dos efeitos
benéficos da manobra de recrutamento (PELOSI, 2003). Patroniti e colaboradores
constataram que a adicdo de 1 suspiro por minuto durante ventilacdo com presséo
de suporte em pacientes com SDRA na fase precoce melhorava a troca gasosa e 0
volume pulmonar, reduzindo o estimulo neuromuscular inspiratorio (PATRONITI,
2002). Recentemente, estudo clinico (ANTONAGLIA, 2006) e experimental (ALLEN,
2006) evidenciaram melhora da oxigenacdo e da mecanica pulmonar apos

recrutamento alveolar com suspiro.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de baixos volumes correntes e limitada pressdo de platd foi proposto
como estratégia de ventilacdo mecanica na LPA e SDRA reduzindo a VILI/VALI e
prevenindo a lesdo de 6rgdos a distancia AMATO, 1998; BROWER, 2000, 2004;
VILLAR, 2007; MEAD, 2008; MERCAT, 2008). Entretanto, ventilacdo com volumes
correntes reduzidos pode resultar em desrecrutamento alveolar se niveis de PEEP
nao forem adequadamente aplicados (PELOSI, 2001). Por outro lado, alto niveis de
PEEP podem vir a ser lesivos (KO, 2008). Neste contexto, as manobras de
recrutamento vém sendo usadas para prevenir a hipoventilacdo causada pelo uso de
baixos volumes correntes e reduzir a necessidade de altos niveis de PEEP.

A manobra de recrutamento com CPAP 40 cmH,O por 40 segundos é a forma
de recrutamento mais difundida na pratica clinica diaria. Diversos estudos clinicos e
experimentais demonstraram que o uso do CPAP melhora a mecéanica e oxigenacao
de pacientes com SDRA (AMATO, 1998; GRASSO, 2002; FARIAS, 2005).
Entretanto, acarreta estresse alveolar (FARIAS, 2005) e seus efeitos benéficos séao
transitorios (GRASSO, 2002; LIM, 2004, CONSTANTIN, 2008). A manobra se
recrutamento com suspiro melhorou a mecéanica pulmonar e a oxigenacdo em
pacientes com SDRA (PELOSI, 1999; PELOSI, 2001; ANTONAGLIA, 2006).
Todavia, estes beneficios foram transitérios (PELOSI, 1999) e a frequiéncia e o nivel
de pressdo platd inspiratéria podem induzir lesdo pulmonar (HOTCHKISS, 2000;
ALLEN, 2006).

No entanto, até o momento, ndo foram avaliadas as consequéncias da
manobra de recrutamento com suspiro sobre o parénquima pulmonar e 6rgaos a

distancia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Testar a hipotese de que as elevadas frequéncias e pressfes de platd
inspiratorias geradas pelo suspiro podem induzir e/ou intensificar o estresse celular

na lesdo pulmonar aguda.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a resposta do suspiro em presenca de diferentes frequéncias e
pressdes de platd sobre 0s seguintes parametros:
- Elastancia estatica do pulmao,
- Presséo parcial de oxigénio no sangue arterial,
- Morfometria pulmonar,
- Microscopia eletrénica do pulméo,
- Apoptose de células epiteliais do rim, figado, intestino delgado e pulméo,

- Expressdo de RNAm para procolageno tipo lll.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais utilizados

Foram utilizados ratos Wistar machos, oriundos do biotério do Laboratério de
Investigacdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, pesando entre 250 a 300 g. Os animais receberam
cuidados conforme o guia preparado pelo Comité de Cuidados e Uso dos Animais
de Laboratério do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados Unidos (U.S.
Department of Health and Humane Services, 1985). O estudo foi aprovado pelo
comité de ética do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Unversidade Federal

do Rio de Janeiro.

4.2 Caracterizacdo dos grupos experimentais

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em 12 grupos experimentais com
8 animais cada. Todos os ratos foram ventilados em modo volume controlado, com
fluxo de 6 ml/s, frequéncia respiratoria de 80 ipm, relacdo inspiracdo:expiracédo 1:2,
volume corrente de 4 mil/kg e pressdo positiva expiratoria final de 5 cmH,0. Os
grupos foram classificados da seguinte forma: (Figura 1)

Grupo CTRL-NV: animais sadios (injecdo de 1 ml de salina,
intraperitonealmente) n&o ventilados mecanicamente;

Grupo CTRL-NR: animais sadios (injecdo de 1 ml de salina,
intraperitonealmente) sem manobra de recrutamento;

Grupo CTRL-CPAP: animais sadios (injecdo de 1 ml de salina,
intraperitonealmente) recrutados com CPAP 40 cmH,0 por 40 segundos no inicio da

ventilagéo;
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Grupo CTRL-S180: animais sadios (injecdo de 1 ml de salina,
intraperitonealmente) recrutados com trés suspiros consecutivos de 40 cmH,O por
minuto durante uma hora;

Grupo CTRL-S10/40: animais sadios (injecaéo de 1 ml de salina,
intraperitonealmente) recrutados com um suspiro de 40 cmH,O a cada seis minutos
durante uma hora;

Grupo CTRL-S10/20: animais sadios (injecdo de 1 ml de salina,
intraperitonealmente) recrutados com um suspiro de 20 cmH»0 a cada seis minutos
durante uma hora;

Grupo LPA-NV: animais LPA (injecdo de paraquat, 15mg/kg de peso,
intraperitonealmente) ndo ventilados mecanicamente;

Grupo LPA-NR: animais LPA (injecdo de paraquat, 15mg/kg de peso,
intraperitonealmente) sem manobra de recrutamento;

Grupo LPA-CPAP: animais LPA (injecdo de paraquat, 15mg/kg de peso,
intraperitonealmente) recrutados com CPAP 40 cmH,0O por 40 segundos no inicio da
ventilagao;

Grupo LPA-S180: animais LPA (injecdo de paraquat, 15mg/kg de peso,
intraperitonealmente) recrutados com trés suspiros consecutivos de 40 cmH,O por
minuto durante 1 hora,

Grupo LPA-S10/40: animais LPA (injecdo de paraquat, 15mg/kg de peso,
intraperitonealmente) recrutados com 1 suspiro de 40 cmH,O a cada seis minutos
durante 1 hora;

Grupo LPA-S10/20: animais LPA (injecdo de paraquat, 15mg/kg de peso,
intraperitonealmente) recrutados com 1 suspiro de 20 cmH»O a cada seis minutos

durante 1 hora;
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Ratos Wistar Machos (n=96)

250-300g
CTRL (n=48) LPA (n=48)
Salina 0,1ml ip Paraquat 15mg/kg ip
NV | | NR| | MR-CPAP | [SUSPIRO| | NV | | NR MR-CPAP | | SUSPIRO
(n=8) | | (n=8) (n=8) | | (n=8)
40 cmH,0 40 cmH0
40 segundos 40 segundos
(n=8)
(n=8)
$180/40 S10/40 S10/20 $180/40 S10/40 $10/20
180 suspiros/h || 10 suspiros/h | 10 suspiros/h 180 suspiros/h || 10 suspiros/h || 10 suspiros/h
40 cmH;0 40 cmH,0 20 cmH.0 40 cmH,0 40 cmH,0 20 cmH.0
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Figura 1. Desenho experimental. CTRL: grupo controle; LPA: lesdo pulmonar aguda; NV:
grupo néo ventilado; NR: grupo néo recrutado; MR -CPAP: grupo recrutado com CPAP com
40 cmH,0O por 40 segundos; S180/40: grupo recrutado com trés suspiros consecutivos por
minuto com presséo de platé de 40 cmH,O durante 1 hora; S10/40: grupo recrutado com um
suspiro a cada seis minutos com presséo de platd de 40 cmH,O durante 1 hora; S10/20:
grupo recrutado com um suspiro a cada seis minutos com pressao de platé de 20 cmH,O
durante 1 hora.

A medida da mecénica respiratéria, dos gases sanglineos arteriais e a
analise da histologia por microscopia Optica foram realizadas no Laboratério de
Investigacdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ. A
andlise ultraestrutural do parénquima pulmonar por microscopia eletrbnica e a
guantificacdo da apoptose foram feitas no Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (USP). A analise da expressdo de RNAm
para procolageno tipo Il foi realizada no Laboratério de Fisiologia Celular e

Molecular do IBCCF/UFRJ.
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4.3 Preparo dos animais

Vinte e quatro horas apds a administracdo de salina ou paraquat, os animais
foram sedados com diazepam (5 mg i.p.), pesados (balanca Filizola, modelo BR,
fabricado por Industrias Filizola AS, SP, Brasil) e, em seguida, anestesiados com
tiopental sédico [Sodium Pentothal®, Laboratério Abbott, Chicago, lllinois, EUA (20
mg/kg, i.p.)].

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa
em decubito dorsal, e seus membros fixados por esparadrapo. Os membros
superiores foram mantidos a 90 graus em relagdo ao corpo e os membros inferiores
estendidos em diagonal. Ap0s o0 posicionamento cirdrgico, foi realizada uma
pequena incisdo longitudinal de aproximadamente 2 cm de extens&o no pescoc¢o dos
animais, seguida de divulsdo dos tecidos até a exposicdo completa do terco inicial
da traquéia. A seguir, pela traqueotomia, uma canula de polietileno (PE 240,
Intramedic, Clay-Adams Inc., Nova York, EUA) com 1,5 mm de diametro interno [DI)
e 7,5 mm de comprimento foi introduzida na traquéia, sendo esta fixada na porcéo
proximal por meio de fios de algodéo.

A canula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacégrafo para
pequenos animais, como descrito por Mortola e Noworaj (MORTOLA, 1983), para
medida do fluxo aéreo (V’). O pneumotacografo utilizado consiste de uma canula
metalica com duas saidas laterais com as seguintes caracteristicas: diametro interno
de 1,5 mm e comprimento de 4,2 cm e distancia entre as saida laterais de 2,1 cm. O
gradiente de pressao através do pneumotacégrafo foi determinado utilizando-se um
transdutor diferencial de pressdo [SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc.
(SC-24), Montreal, Canadd]. Essa forma de medir fluxo aéreo, além de bem simples,

€ adequada, visto que, em animais de pequeno porte, os fluxos baixos e as
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dimensdes traqueais reduzidas sdo responsaveis pela existéncia de fluxo laminar e,
portanto, o fluxo pode ser medido de acordo com a Lei de Poiseuille, onde a
diferenca de pressao entre as saidas laterais do pneumotacoégrafo € proporcional ao
V'. Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor de
diferencial de pressdo [SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24),
Montreal, Canada] para medida da pressao traqueal (Ptr). A inexisténcia de
mudancas abruptas no didmetro do circuito da traquéia até a extremidade da
tubulacéo evita erros de medida de resisténcia ao fluxo CHANG, 1981; LORING,
1982). O volume (V1) mobilizado foi obtido por integracao digital do sinal de fluxo. A

montagem experimental esta esquematizada na Figura 2.

o 8 8 @10

Figura 2. Montagem experimental consistindo de: 1 - Cilindro de ar comprimido; 2 -
Rotametro de agulha; 3 - Ventilador de fluxo inspiratério constante com duas valvulas
solendides; 4 — Pneumotacoégrafo; 5 - Peca T para medida de pressao nas vias aéreas; 6 -
Céanula traqueal; 7 - Mesa cirargica; 8 - Transdutor de presséo traqueal; 9 - Transdutor
diferencial de pressdo para medida de fluxo; 10 - SCIREQ (SC-24); 11 - Conversor
analdgico-digital de 12 bits; 12 — Microcomputador; 13 - Transdutor de presséo esofagiana;
14 — Ventilador microprocessado (Inter-3).
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No esbfago dos animais foi introduzido um cateter de polietileno (PE 200) de
20 cm de comprimento e 1,7 mm de diametro interno, com pequenos orificios em
sua extremidade distal, preenchido com agua deionizada. O cateter foi introduzido
até o estdbmago e retrocedido lentamente até atingir o terco inferior do es6fago. Sua
extremidade proximal estava conectada a um transdutor diferencial de pressao
[SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24), Montreal, Canad4] para
medida da pressao esofagiana (Pes), jA que as variacbes da pressdo no terco
inferior do eso6fago refletem as variagdes da presséao intrapleural (Ppl) e, portanto, da
pressdo da parede toracica (Pw) (MILLIC-EMILI, 1964). A medida da pressao
esofagiana foi realizada para decompor o sistema respiratorio em pulmao e parede
toracica. O correto posicionamento do cateter esofagiano foi determinado pelo “teste
de oclusdo”, conforme proposto por Baydur e colaboradores em 1982 BAYDUR,
1982) com o animal respirando espontaneamente.

O “teste da oclusdo” consiste na oclusdo das vias aéreas ao término de uma
expiracdo espontanea, mantendo-as ocluidas por um ciclo respiratério e registrando
e comparando as variagdes das pressoes traqueal e esofagiana durante o esforgo
inspiratério subsequente (Figura 3). Nessas condicfes, foram observadas variacdes
nos tracados de presséo traqueal (?Ptr) que foram acompanhadas pela Pes (?Pes).
A diferenca entre as duas pressdes ndo devera exceder 5%. O cateter esofagiano foi
lavado periodicamente com agua deionizada para evitar que a presenca de

secrecOes na luz do cateter comprometa as medidas da presséo.
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Figura 3. Tracados de volume (V), pressdes transpulmonar (PL), presséo
esofagiana (Pes) e tragueal (Ptr) durante o teste de oclusdo ao final da expiracdo “. A
variagcdo de Pes ndo deve ser superior a 5% da Ptr.

A calibracdo dos transdutores de pressao foi realizada com o auxilio de um
tubo em “U”, contendo &gua destilada. A afericdo foi realizada antes de cada
experimento para assegurar a confiabilidade do registro.

Para computar o espaco morto da montagem, pesou-se 0 conjunto de
equipamentos utilizados entre a via aérea do animal e o ventilador (canula traqueal,
tubo em “T”, pneumotacografo e conexdes de borracha) vazio e cheio de agua. A
diferenca de peso permite saber o volume de agua e, portanto o volume do espaco
morto do sistema. O espaco morto da montagem foi de 0,1 ml.

Os animais fveram a sua musculatura paralisada apds a administracdo de
brometo de pancurénio [Pavulon®, Organon International Incorporation, Nova
Jersey, EUA (2 mg/kg, intravenosamente (i.v.)], e a ventilacdo artificial foi instituida
com um ventilador mecéanico para pequenos animais (Samay VR15, Universidad de
La Republica, Montevidéu, Uruguai) acoplado a outra extremidade do

pneumotacografo. Em seguida, a artéria femoral direita dos animais foi puncionada
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com uma seringa de insulina (BD 1cc com agulha curta), coletando-se 0,1 mL de
sangue para analise da pressao parcial de oxigénio no sangue arterial, antes e apos
1 hora de ventilagdo mecéanica. O sangue arterial coletado foi instilado em cartuchos
especificos (biosensor EG7*®, Laboratério Abbott, lllinois, EUA), que foram
introduzidos no analisador de gases iSTAT® [Abbott Point-of-care (POC), lllinois,

EUA], para determinagao da presséo parcial de oxigénio no sangue arterial (Pa0Oy).
4.4 Elastancia estatica do pulméo

A elastancia estatica do pulmao (Est,L) foi avaliada pelo método de ocluséo
ao final da inspiragdo, apos insuflagdo com fluxo constante (BATES, 1985; BATES,

1988; KOCHI, 1988; SIMILOWSK], 1989). (Figura 3)

*ocwsi\o *LIBERAQI\O
6 —
FLUXO T INSP
(mLJ/s) o
Est,rs = Pel,rs
8L
Vr
VOLUME 1}
ol T Est,w = Pel,w
N Pel,rs VT
PRESSAO 2~ , Pel
TRAQUEAL ¢ |- y
(emH0) | 7 Est,L = Est,rs — Est,w
Pel,w
- 2
PRESSAO J e
ESOFAGIANA ' |-
(cmH,0) L
[ |- S—

Figura 4. Método de ocluséo ao final da inspiracdo. Pel= pressdo de retracdo
elastica; Est= elastancia estatica; Vr = volume corrente; rs= sistema respiratério; L= pulméao
e w= parede toracica.

Apés a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, ocorre uma queda

subita da pressao traqueal até um ponto a partir do qual o decaimento da presséo
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assume carater mais lento, atingindo um platd em sua porcao terminal. Essa fase de
platé corresponde a pressao de retracao elastica do sistema respiratorio (Pel,rs). Os
mesmos procedimentos foram aplicados para pressao esofageana, obtendo-se os
valores de Pel,w.

A elastancia estatica do sistema respiratorio, pulmédo e parede toracica
(Est,rs, Est,L e Est,w, respectivamente) foram calculadas dividindo-se Pel,rs Pel,L e
Pel,w, respectivamente pelo volume corrente (V7). A elastancia estatica do pulmao
foi calculada a partir da diferenca dos valores da parede toracica daqueles do
sistema respiratorio (Figura 4).

Para a realizacdo da ocluséo, o aparelho utiliza uma véalvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como esse fechamento ndo é absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apds a oclusdo, propiciando,
assim, a existéncia de um pequeno fluxo.

Os transdutores conectados ao pneumotacografo, ao tubo traqueal e o cateter
esofagiano registraram os sinais de V', Ptr e Pes, respectivamente. As respostas de
frequéncias dos sistemas de registro da Ptr e Pes sdo estaveis até 20 Hz. Em
seguida, os sinais foram condicionados, filtrados [SCIREQ Scientific Respiratory
Equipment Inc. (SC-24), Montreal, Canada], convertidos em sinais digitais por um
conversor analégico-digital de 12-bitz (DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA,
EUA) e amostrados a uma frequiéncia de 200 Hz. Os sinais foram armazenados em
microcomputador para posterior andlise, através do programa ANADAT (RHT-
InfoData, Montreal, Canadd).

A aspiracdo traqueal foi cuidadosamente realizada apenas em presenca de

excesso de secrecao e sempre antes da medida mecanica respiratéria.
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4.5 Manobra de Recrutamento com CPAP ou Suspiro

Os animais foram ventilados por 60 minutos, em modo volume controlado
com volume corrente de 4 ml/kg de peso, com fluxo de 6 ml/s, relacédo
inspiratoria:expiratéria 1:2, frequéncia respiratoria de 80 ciclos por minuto, fragédo
inspirada de oxigénio de 0,21 e PEEP de 5 cmH,0.

Os suspiros e o CPAP foram realizados no ventilador mecanico (Inter 3,
Intermed, Sdo Paulo, Brasil) conectado ao circuito do ventilador utilizando-se uma

torneira de trés vias. A relagao I:E do suspiro foi 1:2 (Figura 2).

4.6 Remocéao dos Pulmoes

Apoés a analise da mecéanica pulmonar e da PaO,, 1 mL de heparina diluida
(0,5 mL de heparina em 0,5 mL de solucéo fisiologica) foi injetada na veia cava
inferior e, apds 1 minuto, os animais foram exangtinados por secao cirargica direta
da aorta e veia cava inferior em suas porcdes abdominais. A traquéia era, entao,
ocluida ao final da expiracdo com linha de algodao. A por¢cdo abdominal do esdfago
era identificada e isolada, sendo presa por uma pinca hemostatica. As estruturas do
pescoco eram dissecadas, permitindo a liberacdo das vias aéreas. A pingca que
prendia o esdfago era suavemente tracionada para cima, permitindo separar o
conjunto coracdo-pulmdo das demais estruturas aderidas a parede toracica
posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia era secionada acima
do local ocluido pelo fio de algodéo e, posteriormente, o es6fago e o coracdo eram
separados dos pulmdes e vias aéreas por leve tragdo. Os bronquios fontes direito e
esquerdo eram ocluidos por um fio de algoddo e, ap6s uma secdo acima do fio, os
pulmdes direito e esquerdo eram separados, sendo mantidos no volume expiratério

final.
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4.7 Histologia Pulmonar

Os pulmdes direitos foram fixados para analise por microscopia Optica
(NAGASE, 1992). Trés pedagos de 2x2x2 mm foram cortados de diferentes
segmentos do pulmdo esquerdo e preparados para andlise por microscopia

eletrbnica de transmissao.

4.7.1 Microscopia Optica

Os pulmdes direitos foram resfriados por imerséao rapida em nitrogénio liquido
(aproximadamente 3 min), retirados e mantidos em solucdo de Carnoy (etanol 60%,
cloroférmio 30% e &ido acético 10%) a -70° C por 24 h. Apés esse periodo, o
material foi desidratado progressivamente através de imersdo em solu¢cdes com
concentragao crescente de etanol:

- MC-1: etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20°C durante
1h;

- MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a-20°C durante 1h;

- MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -20°C durante
1h;

- etanol a 100%, a -20°C durante 1h e, em seguida, a -4°C durante 24h.

Depois da fixagdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histol6gicos com 3 ?m de espessura. As laminas contendo os cortes pulmonares
foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e analisadas por microscopia Optica
(BX51, Olympus Latin America Inc., Miami, Flérida, EUA) segundo seus aspectos
gualitativos e quantitativos. Para a analise descritiva, toda a superficie da lamina foi
observada com todas as estruturas pulmonares representadas, em aumento de 100x

e 400x.
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A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (WEIBEL, 1990), utilizando-se uma ocular
acoplada ao microscopio, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50

segmentos de reta dispostos em paralelo (Figura 5).

Figura 5. Reticulo com 100 pontos e 50 linhas para quantificacdo dos parametros
morfomeétricos.

Em um aumento de 200x, foram avaliados dez campos aleatérios e nao
coincidentes por lamina. Quantificou-se a fracdo de area ocupada por alvéolos
normais, colapsados e hiperinsuflados. O niamero de pontos que cairam em area de
alvéolo normal, colapsado ou hiperinsuflado foi dividido pelo total de pontos
contados em cada campo analisado (normal + colapsado + hiperinsuflado) e
expresso sob a forma de percentual. O tecido pulmonar foi avaliado através do
ndamero de pontos do campo que coincidiam com a area de tecido e ndo sobre o
espaco aéreo. O resultado é apresentado como fracdo de area de tecido pulmonar,
obtido pela razdo entre a média do niumero de pontos computados nos dez campos

analisados pela area total da amostra (10.000 pm2).
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4.7.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para a analise da microscopia eletrénica foram retirados trés fragmentos de
parénquima pulmonar (0,2 x 0,2 x 0,2 cm). Os fragmentos foram colocados em
glutaraldeido com tampao fosfato preparado a 2%, por 2h, sendo posteriormente
colocados em sacarose. Os espécimes permaneceram em solucdo de sacarose até
0 processamento, constituida de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de sacarose diluidos em 500
ml de agua destilada. A seguir, os fragmentos foram imersos em solucdo de
tetroxido de 6smio (0,4055 a 1% de agua, contendo 106 ou 133 mg de sacarose por
ml) por 2 h. ApGs a lavagem em agua bidestilada, as preparacfes foram colocadas
na geladeira em solucdo aquosa 0,5% de acetato de uranila contendo 106 a 133 mg
de sacarose, por um tempo médio que varia de 2 a 24h. A seguir, as amostras foram
desidratadas em concentracdes crescentes de alcool etilico, progredindo
gradativamente até alcool absoluto, sendo entdo passado em 6xido propileno por 15
minutos (2 vezes). Iniciando a fase de embebicdo, as amostras foram colocadas em
misturas de partes iguais de 6xido de propileno e resina. Os frascos contendo o0s
fragmentos foram colocados para girar (1 rotacdo a cada 4 minutos, por 1 hora).
Posteriormente, as pecas foram colocadas por 16 h em resina, com a seguinte
composicdo: 10 ml de araldite (Cy-205), 8ml de DDSA (anidrido de acido doxecenil
succinico), 0,5 ml de acelerador (N-benzil dimetilamina) e 0,1 ml de plastificante
(dibutilftaltato).

Apos 16 horas, as amostras foram colocadas em moldes de silicone com
nova resina para polimerizacdo em estufa a 60° C, por 5 dias.

Concluida a polimerizacéo, os espécimes foram separados e cortes semifinos
obtidos com o ultramicrétomo Porter Blum MT2. Tais cortes, com 0,5 pum de

espessura, foram montados em laminas de vidro e corados com uma mistura azul de
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metileno a 1% e azur Il, em partes iguais e a quente. Nesses cortes, foram
selecionadas as areas representativas das les6es. Dois blocos de cada espécime,
contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram submetidos a analise.
Para o estudo ultraestrutural, cortes ultrafinos, com espessura em torno de 90
nanométros, foram contrastados pelo acetato de uranila a 2% durante 30 minutos e,
finalmente, pelo citrato de chumbo por 10 minutos. A observagdo dos cortes e as
eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico JEOL (JEOL 1010,
Japédo). Para cada imagem na microscopia eletrénica (15/animal) foi atribuido um
escore de injuria aos seguintes parametros: integridade da membrana alvéolo-
capilar; lesdo das células epiteliais pulmonares, dano das células endoteliais e
formag&o de membrana hialina. Esse escore era baseado na gravidade da leséo, da
seguinte forma: 0= parénquima pulmonar normal; 1= alteracdes em 1 a 25% do
tecido examinado; 2= alteracdes em 26 a 50% do tecido examinado; 3= alteracbes
em 51 a 75% do tecido examinado; 4= alteracdes em 76 a 100% do tecido

examinado (RIVA, 2008).

4.8 Apoptose

4.8.1 Deteccdao in situ de células apoptoticas

Para deteccdo in situ de apoptose das células epiteliais foi usado o método
TUNEL (terminal deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nick end-
labeling method) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha). Este método
envolve a adicédo de trifosfato de deoxiuridina (dUTP) marcado com fluorescéncia
nos fragmentos terminais do DNA por acdo catalitica do TdT GAVRIELI, 1992,
WIJSMAN, 1993). Todos os experimentos foram realizados dez vezes de modo que
0s resultados para trés amostras de cada tecido, incluindo a préstata do rato,

pudessem ser padronizados. Cortes histologicos feitos a partir de blocos de parafina



48

(4 a 6 um) foram depositados em Aminas. A seguir, os cortes foram desparafinados
em solucao xilol e rehidratados com diluicdes decrescentes de etanol em agua. Os
cortes foram lavados quatro vezes com agua destilada por 2 minutos e imersos em
tampao TdT (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). Posteriormente, TdT (0,3
U por microlitro) e marcacao fluorescente dUTP em tampao TdT foram adicionados
aos cortes e as amostras foram incubadas em atmosfera Umida a 37°C durante 60
minutos. Para controles negativos, o TdT foi eliminado da mistura reativa. Os cortes
foram, entdo, incubados com anticorpo especifico conjugado a peroxidase. Os
corantes foram visualizados com um substrato no qual nucleos com fragmentagéo
do DNA se coram de marrom. A reacédo foi determinada pela lavagem dos cortes em
tampao salina fosfato. Os nucleos sem fragmentacdo do DNA foram corados de azul
como resultado da contra-coloragdo com hematoxilina. Controles positivos
consistiram da glandula prostatica do rato apds castracdo. Trés cortes de cada
amostra foram examinados, foram utilizadas amostras de quatro animais por grupo.
Os cortes foram inicialmente examinados através de microscopia 6ptica em pequeno
aumento (X100), permitindo a avaliagdo da area de superficie ocupada por células
apoptoticas. A seguir, varios campos foram examinados em aumento de X400 para
se discriminar nucleos alveolares com fragmentacdo e massas de cromatina
condensadas. Em adi¢do a técnica de marcacdo de fragmentos terminais do DNA,
cortes adjacentes foram corados com hematoxilina e eosina para quantificacdo da

apoptose.

4.8.2 Expressao de Fas-L por imunohistoquimica
A expressdo de Fas-L foi avaliada por coloracdo imunohistoquimica
utilizando-se a técnica do complexo imunoperoxidase avidina-biotina, usando

anticorpo policlonal anti-Fas-L (Clone FSLO1; same as 5D1) (Neo Markers,
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Westinghouse, CA); diluicdo 1:20 que reconhece a regido N-terminal intracelular do
Fas-L humano. A coloracao citoplasmatica acastanhada caracterizou a expressao
Fas-L.

A microscopia oOptica foi usada para quantificar apoptose no pulmao, intestino
delgado, figado e rim (deteccdo in situ e imunocoloracdo). Um escore semi-
guantitativo de 5 pontos, baseado na gravidade, foi usado e graduados como
negativo = 0 (parénquima pulmonar normal), leve = 1 (1-25%), moderado = 2 (26-
50%), alto = 3 (51-75%) e grave = 4 (76-100%). Foram analisados 10 campos
microscoépicos nao-coincidentes, por animal, num total de 4 animais por grupo

(aumento 400X).

4.9 RT-PCR semi-quantitativo

Uma tira de parénquima subpleural de 3x3x10 mm foi cortada da periferia do
pulméo esquerdo dos animais de cada grupo. O material foi congelado em nitrogénio
liguido e armazenado em “criotubo” no freezer a ?70?C até o processamento. A
expressao de RNAm para procolageno tipo Il (PCIIl) do tecido pulmonar de todos os
subgrupos de animais foi obtida por Transcricdo Reversa da Reacdo em Cadeia da
Polimerase Semiquantitativa (RT-PCR). O método de RT-PCR semiquantitativo
usado para quantificar o contetdo tecidual de RNAm para PCIIl foi validado em

experimentos prévios (GARCIA, 2004; FARIAS, 2005, RIVA, 2008).

4.9.1 Extracdo de RNA Total do Tecido Pulmonar

Para a quantificacdo da expressdo do RNA total dos pulmdes utilizando a
técnica de transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) foram
isoladas tiras longitudinais e periféricas do pulméo esquerdo de 3-4 animais de cada

grupo com dimensdes de 3?3?10 mm. O RNA total foi extraido utilizando-se o
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reagente Trizof® (Gibco BRL, NY, EUA). O reagente Trizof® é uma solucéo
monofasica de fenol e guanidina isotiocianato. Apds a extracéo, realizada de acordo
com as instrugdes do fabricante, o RNA foi tratado com DNase | (Gibco BRL, NY,
EUA) durante 30 min a 37°C para eliminacdo da possivel contaminagdo com DNA
gendémico. O RNAm precipitado foi solubilizado em 20 pyL de agua tratada com dietil
pirocarbonato. A concentragdo das amostras de RNA-total foi determinada por
espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nanémetros (nm). A integridade
do RNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. O gel foi
submerso em tampdo TAE 1X e a eletroforese realizada a 100 Volts por
aproximadamente 45 minutos. A integridade é determinada por uma razdo de

absorbancia 260/280 nm > 1,7.

4.9.2 Transcricao Reversa (RT)

Para a obtencdo da primeira fita de DNA, o RNA-total extraido foi transcrito
reversamente com SuperScript (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) em 37°C por 60
min. A primeira fita de DNA complementar (DNAc) foi realizada em 20 mL de reacao
contendo 1?g do RNA total, 50 U de transcriptase reversa do virus murino da
eritroleucemia, 20 U de inibidor de RNase, 2,5 ?M de oligo(dT)1s, 2 ?L de 5x 0 banho
da primeira fita (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCL,), 1 mM dNTP e agua
tratada com dietil pirocarbonato (DEPC). A reacao foi realizada em um banho com
agua a 3772C por 80 min e 99°C por 5 min. O controle negativo correspondeu a uma
aliqguota de 250ng do RNA total utilizado para a sintese de DNAc na auséncia de
enzima transcriptase reversa, o que foi denominado RT (-). O DNAc obtido foi diluido

em 10 ?L de 4gua tratada com DEPC e estocado a -20?C até que seja realizada a

reacao de PCR.
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4.9.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A seguinte solucéo foi colocada na reacdo de PCR: 0,2 ?mol/L de cada dNTP,
50 mmol/L de KCI, 10 mmol/L de Tris-Cl (pH 8,3) e 1,5 mmol/L de MgCl, mais 2,5 U
de DNA polimerase termoestavel (Taq polimerase, Gibco BRL, Grand Island, NY,

EUA) e 0,2 ?mol/L de cada oligonucleotideo iniciador (primer) sense e antisense.

Para estes experimentos, foram sintetizados primers especificos para os
genes do PCIIl e do gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), utilizado como
controle interno positivo em todas as reacdes. Estes oligonucleotideos possuem
entre 18 a 30 nucleotideos e composicdo de G-C entre 50-60%, sendo
confeccionados com base na seqiiéncia dos genes em estudos ja publicados no
GeneBank (BETHESDA, MD, EUA). Para evitar a amplificacdo inespecifica, os
primers sintetizados foram posicionados em diferentes exons. Desta forma, foi
possivel distinguir, pelo tamanho, os produtos do PCR provenientes da amplificacéo
do DNACc. As reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin EImer — Norwalk, EUA).

Apés a transcricdo reversa, todo o DNAc foi utilizado nas reacfes de PCR
contendo diferentes pares de primers. Para a amplificacdo, foram utilizados 25
pmoles de cada oligonucleotideo, 1,25 mM dNTP (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, EUA), 50mM KCI, 2 mM MgClI2, 10 mM Tris-Cl pH 9.0, 0.1% Triton
X-100 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e 2,5 U de Taqg DNA
Polimerase (Gibco BRL - Life Technologies, Rockville, MD, EUA), em um volume

total de 25 ?L de reacdo. O programa utilizado consiste de desnaturacao a 947C, por
45 segundos, anelamento a 547C e extensao a 727C, por 1 minuto, por 36 ciclos,

tanto para procolageno lIll, quanto para GAPDH. O ultimo ciclo é seguido por uma

extensdo a 727C, por 10 minutos, a 4?C por tempo indeterminado.
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Apos a reacdo de PCR, 25 L de cada amostra, correspondente aos grupos
experimentais, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5 %. Todas as
reacdes incluiram um controle RT (-). A identificacdo da amplificacdo confirmada por
determinagéo do peso molecular na eletroforese em gel de agarose com 100 pb de
marcador molecular de DNA (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA).

O gene do GAPDH, por ser um gene abundantemente expresso em todas as
células e ndo sofrer variagdo da sua expressdo com os diferentes estimulos
utilizados no presente trabalho, serviu como controle interno de todos os
experimentos de RT-PCR. Pares de oligonucleotideos correspondentes ao GAPDH

foram amplificados conjuntamente com o PCIll nas reacdes de PCR realizadas.

4.10 Anédlise estatistica

As diferencas entre os grupos foram avaliadas através da andlise de variancia
(ANOVA) de dupla entrada considerando-se como fatores: a presenca ou nao de
lesdo pulmonar aguda e a manobra de recrutamento. Quando multiplas
comparacoes foram necessarias, o teste de Tukey foi aplicado.

Para comparagdo do escore semi-quantitativo da microscopia eletronica e
apoptose utilizou-se ANOVA on ranks seguido do teste de Tukey, quando
necessario. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo.

A andlise foi feita no Sigmastat 3.1 (Jandel Scientific S&o Rafael, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise da pressdao parcial de oxigénio no sangue arterial

O percentual de variagao da PaO; (?Pa0O,) comparando-se os valores obtidos
antes e ap6s 1 hora de ventilagdo mecéanica foram maiores no grupo S180/40 em
comparacao ao grupo MR-CPAP (p< 0,05) (Figura 6A). Os animais NR evoluiram
com piora da oxigenacdo. A reducdo da frequéncia dos suspiros independente da
presséao utilizada levou a aumento da PaO,. Entretanto, a ?PaO; foi maior no grupo

S10/40 do que no S10/20. (Figura 6B)
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Figura 6. Percentual de aumento da pressao parcial de oxigénio no sangue arterial
(?Pa02) em relacdo as medidas realizadas antes da ventilagdo mecéanica. No grupo CTRL,
salina foi injetada intraperitonealmente (ip, 0,1 ml) e no grupo LPA os animais receberam
paraquat (15 mg/kg, ip), 24 horas antes do experimento. Os valores correspondem a média
+ SEM de 4 animais por grupo. Painel A: os grupos CTRL e LPA foram randomizados da
seguinte forma: a) ndo recrutados (NR), b) a manobra de recrutamento com presséo positiva
continua nas vias aéreas de 40 cmH,O por 40 segundos (MR-CPAP), e c) trés suspiros
consecutivos por minuto com pressao de platd de 40 cmH,O durante 1 hora (S180/40).
*Significativamente diferente do grupo NR (p<0,05). tSignificativamente diferente do grupo
MR-CPAP (p<0,05). fSignificativamente diferente do grupo CTRL (p<0,05). Painel B: Como
nao houve diferenca entre os grupos controle, os dados estdo apresentados referentes
apenas ao grupo LPA. S10/40: um suspiro de 40 cmH,O a cada seis minutos durante 1
hora, S10/20: um suspiro de 20 cmH,O de pressao de platd a cada seis minutos durante 1
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hora. * Significativamente diferente do grupo S180/40 (p<0,05). t Significativamente
diferente do grupo S10/40 (p<0,05).

5.2 Mecénica pulmonar

A elastancia estatica do pulmé&o (Est,L) foi maior no grupo LPA quando
comparada com o grupo CTRL (Figura 7). A manobra de recrutamento com CPAP
nao modificou a EstL enquanto o suspiro §180/40, S10/40, and S10/20) reduziu
significativamente a Est,L. Entretanto, a Est,L foi menor no grupo S10/40 que no

S10/20 e S180/40 (Figura 7).
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Figura 7. A elastancia estatica do pulméao (Est,L) foi medida imediatamente antes
(ANTES) e ap6s 1 hora (DEPOIS) da ventilagdo mecéanica e/ou manobra de recrutamento
(MR) nos animais do grupo CTRL e LPA. No grupo CTRL, salina foi injetada
intraperitonealmente (ip, 0,1 ml) e no grupo LPA os animais receberam paraquat (15 mg/kg,
ip) 24 horas antes do experimento. Painel A os grupos CTRL e LPA foram randomizados da
seguinte forma: a) ndo recrutados (NR), b) a insuflagdo pulmonar com pressédo positiva
continua nas vias aéreas de 40 cmH,O por 40 segundos (MR-CPAP), e c) trés suspiros
consecutivos por minuto com pressao de platd de 40 cmH,O durante 1 hora (S180/40).
Painel B: S10/40: um suspiro de 40 cmH,O a cada seis minutos durante 1 hora, S10/20: um
suspiro de 20 cmH,O de pressdo de platd. Valores correspondem a média + EPM de 8
animais por grupo (sendo 10 afericbes por animal). *Significativamente diferente de ANTES
(p<0,05). T Significativamente diferente do grupo CTRL (p<0,05).



55

5.3 Morfometriado parénquima pulmonar

A fracdo de area de wlapso alveolar foi maior no grupo LPA que no
CTRL. O grupo S180/40 apresentou menos colapso alveolar e maiores areas
hiperinsufladas quando comparadas com o grupo RM-CPAP (Figura 8). A redugéo
da frequéncia do suspiro no grupo S10/40 determinou reducéo das areas de colapso
alveolar assim como das areas de hiperinsuflacdo. J& a reducdo da pressao do
suspiro no grupo S10/20 ndo ofereceu melhores resultados quando comparada ao
grupo S180/40 em relacdo ao colapso, porém pode-se observar menos

hiperinsuflacao.

5.4 Microscopia eletronica de transmissao

A avaliagcdo qualitativa pela microscopia eletronica mostrou lesédo da
membrana alvéolo-capilar com degeneracéo citoplasmatica do pneumdcito tipo Il e
dano endotelial no grupo LPA (Tabela 3). No grupo S180/40 observouse piora na
lesdo ao pneumdcito tipo Il e endotélio com desacoplamento do epitélio alveolar e
desnudamento da barreira epitelial da membrana basal. Nos grupos S10/40 e

S10/20 estas alteracdes foram minimizadas (Tabela 3).
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Figura 8. Representacdo grafica da fracdo de area ocupada por alvéolos
hiperinsuflados (cinza escuro), colapsados (cinza claro) e normais (branco). Valores
correspondem a média £ EPM de 8 animais por grupo. Todos os valores foram computados
em 10 campos randébmicos ndo coincidentes para cada animal. No grupo CTRL, salina foi
injetada intraperitonealmente (ip, 1 ml) e no grupo LPA os animais receberam paraquat (15
mg/kg, ip) 24 horas antes do experimento. Painel superior: os grupos CTRL e LPA foram
randomizados da seguinte forma: a) ndo ventilados (NV), b) n&o recrutados (NR), c)
manobra de recrutamento com pressao positiva continua nas vias aéreas de 40 cmH,O por
40 segundos (MR-CPAP), e d) trés suspiros consecutivos por minuto com presséo de platd
de 40 cmH,0 durante 1 hora (S180/40). *Significativamente diferente do grupo nédo ventilado
(NV) (p<0,05), fSignificativamente diferente do grupo NR (p<0,05), fSignificativamente
diferente do grupo MR-CPAP (p<0,05), **Significativamente diferente do grupo CTRL
(p<0,05). Painel inferior: A freqiéncia e a pressao de platd foram reduzidas, S10/40: um
suspiro de 40 cmH,O a cada seis minutos durante 1 hora, S10/20: um suspiro de 20 cmH,O
de presséao de platd.*Significativamente diferente do grupo S180/40 (p<0,05).
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Tabela 3. Analise semi-quantitativa da microscopia eletrénica de transmissao
no grupo LPA.

Achados NR MR-CPAP S180/40 S10/40 S10/20

Membrana .
alvéolo-capilar 2(1,5-2,5) 2(2-2) 4 (3,5-4) 2 (2-3) 2(1,5-2,5)

Célula epitelial

fipo Il 2(225) 2(15-25) 3(25-35* 2(152) 15(1-2)

Células

- - - * _ _
endoteliais | 151258 2(225)  35(25-4) 15(1-25 1(1-15)

O escore de injuria do tecido pulmonar foi atribuido por dois investigadores
independentes. Os achados patolégicos foram graduados de acordo com um escore semi-
guantitativo de cinco pontos, baseado na gravidade da leséo: O= parénquima pulmonar
normal; 1= alteracbes em 1 a 25% do tecido examinado; 2= alteracdes em 26 a 50% do
tecido examinado; 3= alteragbes em 51 a 75% do tecido examinado; 4= alteracbes em 76 a
100% do tecido examinado. NR: N&o recrutado, MR -CPAP: Manobra de recrutamento com
pressado positiva continua na vias aéreas com pressao platé de 40 cmH,O por 40 segundos,
S180/40: trés suspiros consecutivos por minuto com presséao de platd de 40 cmH,O durante
1 hora, S10/40:um suspiro a cada seis minutos com pressao de platd inspiratéria de 40
cmH,O durante 1 hora, S10/20, um suspiro a cada seis minutos com pressao de platd
inspiratéria de 20 cmH,O durante 1 hora. Valores sdo a mediana (percentil 25-75) de 4
animais por grupo.*Significativamente diferente do grupo NR (p<0,05).
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5.5 Apoptose de células epiteliais

Constatou-se apoptose de células epiteliais do pulméo, rim, intestino
delgado e figado neste modelo de LPA, sendo que o nimero de células apoptoéticas
no rim e no pulmao foi maior no grupo S180/40 em comparagcdo com os demais

(Tabela 4 e Figura 9).

Tabela 4 — Apoptose de células epiteliais no grupo LPA

Orgéos NR MR-CPAP S180/40 S10/40 S10/20

Intestino 15(12,5) 2,0(15-3) 25(1,5-35) 25(15-25 20 (1,5-2,5)

Figado 25(2-3) 25(1,5-35) 2,0(1,525) 3,0(25-35) 2,0(15-25)

Rim 20(2-3) 30(25-35) 4,0(354.0 25(1,5-30) 2,0(15-2,0)

Pumdo | 2,0(1,5-25) 20(15-25)  3,5(3-4)* 2,0(15-2) 2,0(1,5-2,5)

Os valores sé@o a mediana (percentil 25-75) de 4 animais por grupo. O escore semi-
quantitativo de gravidade foi computado em 10 campos ndo coincidentes (400x), com base
nos seguintes critérios: 0 = parénquima normal; 1 = 1-25%; 2 = 26-50%; 3 = 51-75%; 4 = 76-
100% quantidade de células apoptéticas por campo. NR: Nao recrutado, MR-CPAP:
Manobra de recrutamento com pressao positiva continua na vias aéreas com pressao platd
de 40 cmH,O por 40 segundos, S180/40: trés suspiros consecutivos por minuto com
pressao de platd inspiratoria de 40 cmH,O durante 1 hora, S10/40: um suspiro a cada seis
minutos com pressao de platd inspiratoria de 40 cmH,O durante 1 hora, S10/20: um suspiro
a cada seis minutos com pressdao de platd inspiratoria de 20 cmH,O durante 1
hora.*Significativamente diferente do grupo NR (p<0,05).



Figura 9. Fotomicrografias do pulméo (painel A) e rim (painel B). Painel A:
Fotomicrografias do parénquima pulmonar coradas pela HE e técnica de TUNEL. Grupo
CTRL mostra arquitetura preservada com ductos (D) e alvéolos (A) normais, e esparsas
células epiteliais pulmonares apoptoticas amarronzadas (setas). No grupo LPA observa-se
colapso alveolar (setas), edema intra- alveolar (ed), membrana hialina (hm) e presenca de
inUmeras células epiteliais apoptéticas amarronzadas (setas). Observe que no grupo S10/40
e S10/20 o numero de células apoptéticas € menor que no grupo S180/40. Painel B:
Fotomicrografias do parénquima renal coradas pela HE e imunohistoquimica para FasL. No
grupo CTRL o parénquima renal apresenta-se com arquitetura glomerular (G) e tubular renal
(setas) preservados, esparsas células apoptéticas renais amarronzadas podem ser
encontradas (setas). No grupo LPA observa-se desarranjo dos tdbulos renais com
alteracbes degenerativas do citoplasma (setas) e numerosas células epiteliais apoptoticas
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renais amarronzadas (setas). Note que nos rins dos animais da grupo S180/40 hd aumento
do nimero de células epiteliais renais apoptoticas. A reducéo da freqiiéncia e da presséao de
platd inspiratéria dos grupos S10/40 e S10/20, respectivamente reduziu o niumero de células
epiteliais renais apoptoéticas observadas.

5.6 Expressdo do RNAm para pré colageno tipo Il

A expressdo do RNAm para PCIll aumentou no grupo LPA em comparacéo
ao CTRL. No grupo MR-CPAP nao houve diferenca na expressao do RNAm para
PCIll guando comparado ao NR, tanto no grupo LPA quanto no CTRL (Figura 10A).
Porém, o suspiro (S180/40) acarretou aumento da expressdo de RNAm para PCIII
no grupo CTRL e LPA. A reducédo na frequéncia do suspiro (S10/40) reduziu
significativamente a expressdo do RNAm para PCIll (Figura 10B). Entretanto, a
reducdo da pressdo do suspiro (S10/20) ndo promoveu reducédo adicional na

expressdo do RNAm para PCIIl (Figura 10C).
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Figura 10. Expressdo do RNAm para PCIll obtido pela amplificacdo do PCIIl e do
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) pelo método semiquantitativo de transcri¢cao
reversa da reacdo da polimerase em cadeia (RT-PCR) em tecido pulmonar de ratos
submetido a diferentes estratégias ventilatorias. No grupo CTRL, salina foi injetada
intraperitonealmente (ip, 0,1 ml) e no grupo LPA os animais receberam paraquat (15 mg/kg,
ip) 24 horas antes do experimento. Painel A os grupos CTRL e LPA foram randomizados da
seguinte forma: a) ndo recrutados (NR), b) a manobra de recrutamento com pressao positiva
continua nas vias aéreas de 40 cmH,O por 40 segundos (MR-CPAP), e c) trés suspiros
consecutivos por minuto com pressado de platé inspiratoria de 40 cmH,O durante 1 hora
(S180/40). A freguéncia do suspiro foi reduzida para um suspiro a cada seis minutos
(510/40) (Painel B), assim como a pressao de platdé para 20 cmH,O (S10/20) (Painel C).Os
valores sdo média + EPM (n = 4) da razao entre os valores densitométricos das bandas do
PCIll e do GAPDH obtidos pela técnica do RT-PCR. *Significativamente diferente do grupo
NR  (p<0,05). tSignificativamente diferente do grupo MR-CPAP (p<0,05).
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FSignificativamente diferente do grupo CTRL (p<0,05). §Significativamente diferente do
grupo S10/40 (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente modelo de lesdo pulmonar aguda moderada induzida por
paraguat, o suspiro reduziu a elastancia estéatica pulmonar e aumentou a oxigenagao
assim como diminuiu as areas de colapso alveolar. Por outro lado, acarretou a
hiperinsuflacéo, alteracbes ultraestruturais na membrana alvéolo—capilar, aumento
do numero de células apoptéticas epiteliais renais e pulmonares e aumento da
expressdao do RNAm para PCIIl. A reducdo na freqiéncia do suspiro induziu maior
reducdo da elastancia estatica do pulméo, acompanhada de reducéo significativa
das areas de hiperinsuflacdo alveolar, expressdo do RNAm para PCIII e apoptose de
células epiteliais pulmonares e renais. A associacao de suspiro com baixa frequéncia
e reduzida pressao de plat6 inspiratoria resultou em aumento da elastancia estatica
do pulméo, piora da oxigenacdo e colapso alveolar em comparacdo ao grupo
recrutado com baixa frequiéncia, sem reducéo na expressdao do RNAm para PCIII.

A lesdo pulmonar aguda foi induzida pelo paraquat. O paraquat € um
herbicida que se acumula principalmente nos pulmdes e induz dano epitelial alveolar
devido a sua acdo no pneumdcito tipo Il. Este modelo de lesdo pulmonar aguda
moderada é caracterizado por: colapso alveolar, edema intersticial e formacéo de
membrana hialina sem edema alveolar (DELAVAL, 1985; ROCCO, 2001). O
paraquat induz estresse oxidativo e apoptose de pulméao, intestino e rim (FABISIAK,
1997; 1998). A grau de colapso alveolar encontrado neste estudo nos animais nao
ventilados com LPA foi de 34% (Figura 8) similar ao reportado em outros estudos
experimentais (ROCCO, 2001; FARIAS, 2005) e clinicos (GATTINONI, 2006).

A ventilacdo mecéanica com PEEP de 5 cmH,O (grupo NR) foi suficiente para
reduzir o colapso para 26%. Entretanto, apoés 1 hora de ventilagdo mecénica,

observamos piora funcional com aumento da elastancia estatica do pulméo e queda
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da PaO,. Esses achados podem estar relacionados ao uso de volume corrente baixo
(4ml/kg) somado a PEEP insuficiente para abrir e manter aberto os alvéolos
colapsados. O volume corrente aplicado foi escolhido com a proposta de minimizar o
strain (volume insuflado/capacidade residual funcional) e o estresse pulmonar
(pressédo transpulmonar) jA que poderia haver uma interacdo entre a ventilacdo
mecanica per se e as diferentes formas de recrutamento na indugéo ou amplificacao
da VILI (GATTINONI, 2003; CHIUMELLO, 2008). A FiO, utlizada durante a
ventilagdo mecanica foi de 0,21 com o objetivo de prevenir o desenvolvimento de
atelectasia por reabsor¢cao (ROTHEN, 1995), assim como les&o pulmonar induzida
por hiperdxia (KULKARNI, 2007).

A manobra de recrutamento com CPAP (40 cmH;O por 40 segundos) € a
forma mais amplamente utilizada na prética clinica (STEINBERG, 2007). Entretanto,
0 sucesso desta manobra esta diretamente relacionado a causa da lesdo pulmonar
aguda (RIVA, 2008), sendo seu efeito na melhora da fungdo pulmonar transitorio
(GRASSO, 2002; OCZENSKI, 2004). Estudos clinicos demonstraram beneficio
morfofuncional da MR-CPAP em pacientes com SDRA (AMATO, 1998;
CONSTANTIN, 2008). Entretanto, existem evidéncias experimentais de que a MR-
CPAP induz aumento na expressao de RNAm para PCIIl (FARIAS, 2005). Nossos
resultados ndo mostraram melhora significativa da elastancia estatica do pulmao e
oxigenacdo com MR-CPAP, mas ndo podemos descartar que tenha ocorrido uma
melhora destes parametros logo ap0s a realizagdo da manobra e que eles tenham
sido perdidos ao longo do tempo.

O uso do suspiro como forma de recrutamento demonstrou ser eficaz em
estudos clinicos em pacientes com SDRA ventilados tanto em posicdo supina

(PELOSI, 1999) quanto em prona PELOSI, 2001). No nosso estudo observamos
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melhora da elastancia estética do pulméo e da troca gasosa nos animais recrutados
com suspiro (S180/40). No entanto, pudemos observar aumento da expressao de
RNAm para PCIIl e da apoptose de células epiteliais pulmonares e renais bem como
hiperinsuflacdo alveolar. O PCIIl é um marcador precoce de remodelamento do
parénquima pulmonar (GARCIA, 2004; FARIAS, 2005, DE CARVALHO, 2007; RIVA,
2008). O aumento da expressao do RNAm para PCIll nesses animais pode estar
relacionado a ativacdo de fibroblastos e macréfagos para producdo de fibras
colagenas devido as altas frequéncia e pressdo geradas pelo suspiro (S180/40),
resultando em estresse de cisalhamento e tensil. Esta hipétese é corroborada por
outros estudos onde pulmdes submetidos a altas pressfes inspiratorias (PARKER,
1997), hiperinsuflagdo BERG, 1997; FARIAS, 2005; DE CARVALHO, 2007; RIVA,
2008) ou strain (BERG, 1997) apresentavam expressdo aumentada de RNAmM para
PCIll. O suspiro (S180/40) também acarretou aumento no numero de células
apoptéticas epiteliais renais e pulmonares. Este fendmeno também foi evidenciado
em outro estudo experimental com ventilacdo mecanica lesiva em modelo de SDRA
(IMAI, 2003). O alto indice de apoptose de células epiteliais pulmonares encontrado
pode também ser explicado pelo elevado estresse de cisalhamento e tensil induzido
pelo suspiro. Neste contexto, diversos estudos clinicos (RANIERI, 2000; IMAL 2003)
e experimentais (IMAI, 2003; KUPIER, 2005; KOYNER, 2008) descreveram que a
ventilagdo mecanica lesiva acarreta lesdo renal. A lesdo renal induzida pela
ventilagdo mecéanica pode ser iniciada ou agravada basicamente por trés
mecanismos: hipercapnia ou hipoxemia comprometendo o fluxo renal; alteracdes no
débito cardiaco levando a comprometimento da hemodinamica sistémica e renal; e
por biotrauma, determinando liberacdo de mediadores inflamatérios pulmonares ao

nivel sistémico (KUIPER, 2005).
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Baseado na premissa que a ativagdo de mediadores biomoleculares e a
promocdo da inflamacdo sistémica poderiam ser modificadas se a ventilacao
mecanica instituida fosse menos lesiva, optamos por estudar um grupo de animais
com menor frequéncia de suspiro (S10/40). Neste contexto, Vaporidi e
colaboradores demonstraram que a ventilagdo mecanica convencional pode
determinar injaria pulmonar em pulmdes normais com aumento de IL-6 no fluido do
lavado broncoalveolar, lesdo histolégica do parénquima pulmonar e que a reducéo
da frequiéncia respiratéria promove diminuicdo do processo inflamatério pulmonar
(VAPORIDI, 2008). Outro estudo experimental em pulmdes de ratos ventilados ex
vivo também demonstrou que a reducdo da frequéncia respiratoria tinha um efeito
protetor (CONRAD, 2005). Além disso, a possibilidade de existir uma frequéncia de
suspiro 6tima que possibilite promover e manter os alvéolos abertos e minimizar a
injuria pulmonar foi recentemente demonstrada (ALLEN, 2006).

No nosso estudo observamos que a reducdo da frequéncia do suspiro
melhorou a oxigenacdo e a mecanica pulmonar, quando comparadas com o grupo
de frequéncia alta (S180/40). Ademais, no grupo S10/40, constatou-se diminuicao da
expressdo do RNAm para PCIIl, apoptose de células epiteliais renais e pulmonares e
hiperinsuflacdo alveolar. Esses resultados corroboram os trabalhos publicados na
literatura (CONRAD, 2005; ALLEN, 2006; GARCIA, 2008; VAPORIDI, 2008). Esses
achados podem ser explicados pela reducdo do estresse de cisalhamento obtido
com a diminuicdo da freqiéncia do suspiro. As altas freqUéncias respiratérias podem
levar a injuria pulmonar tanto pela elevacdo da magnitude do estresse de
cisalhamento devido a insuflagbes pulmonares rapidas, como por alcancar mais
rapidamente o nimero total de ciclos necessarios para faléncia (HOTCHKISS, 2000;

CONRAD, 2005; GARCIA, 2008). Assim, haveria pouco tempo para reparo da
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membrana alvéolo-capilar pulmonar (ALLEN, 2006). N6s também observamos
reducdo da apoptose de células epiteliais renais e pulmonares, o que pode ser
relacionado com reducdo do processo inflamatério (KO, 2008). Por outro lado,
devemos ter em mente que no grupo S10/40 houve melhor oxigenagcdo quando
comparado com S180/40 e, assim, a melhora da oxigenacao regional também pode
ter sido um fator determinante na reducdo da apoptose de células epiteliais
pulmonares e O&rgdos periféricos. Entretanto, vale ressaltar que ndo houve
equiparacao dos valores com os animais nao recrutados (NR). Este achado pode ser
explicado pelo uso de altas pressdes de insuflagdo promovendo estresse tensil e,
perpetuando assim, o estimulo ao remodelamento e inflamacéo pulmonares.

Com base na assertiva anterior, n6s estudamos um grupo de animais
recrutados com frequéncia de suspiro baixa e com pressao de platd reduzida para
20 cmH20. Nossos resultados mostraram que o grupo S10/20 apresentou piora da
oxigenagdo, da mecéanica pulmonar e da histologia sem nenhuma modificacdo
significativa na expressdo do RNAm PCIll ou na apoptose de células epiteliais
pulmonares e renais. Desta forma, embora a reducdo da pressao de platd durante o
suspiro tenha reduzido o estresse tensil, ela ndo foi capaz de abrir as unidades
alveolares colapsadas promovendo entdo estresse de cisalhamento e manutencao
dos niveis altos de RNAm para PCIll. Um ponto importante que é necessario
acrescentar a esta discusséao diz respeito ao nivel da PEEP. Sabe-se que para um
recrutamento perfeito € necessario a associacdo de manobras de recrutamento
capazes de abrir os alvéolos colapsados e niveis suficientes de PEEP que
mantenham esses alvéolos abertos durante todo o ciclo respiratério (AMATO, 1998;

KO, 2008). No presente estudo, apenas um nivel de PEEP foi utilizado. Logo, ndo

podemos descartar que com niveis mais elevados de PEEP o0 uso de suspiro com
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pressao de platdé mais baixa pudesse ter um comportamento no minimo semelhante
ao suspiro com alta pressao de insuflacdo. Por outro lado, a aplicacédo de altos niveis
de PEEP podem induzir a altos estresses e strain pulmonares, que ndo podem ser
adequadamente aferidos (CHIUMELLO, 2008).

Nossos dados demonstraram uma grande dissociacdo entre a melhora de
parametros clinicos, como oxigenacao e elastancia estatica do pulméo, e alteracdes
biomoleculares e ultraestruturais, como a expressdo e RNAm para PCIIl e apoptose
celular. Embora as medidas de oxigenacdo e mecanica sejam as mais usadas a
beira do leito para otimizar a ventilagdo mecéanica, nossos resultados experimentais
sugerem que eles podem nado ser os melhores indices para monitorizar os efeitos
das manobras de recrutamento.

Ressalta-se que, nossos dados ndo podem ser extrapolados para o cenario
clinico. Na verdade, o presente estudo tem diversas limitagdes: 1) trata-se de um
modelo especifico de lesdo pulmonar aguda moderada induzida por paraquat.
Assim, ndo sabemos se estes resultados podem ser reproduzidos em outros
modelos de LPA; 2) a duracdo do protocolo foi de apenas 1 hora de ventilacdo
mecanica, de forma que os efeitos ao longo prazo das manobras de recrutamento
nao foram avaliados; 3) outras formas de suspiro tem sido propostas (LIM, 2003,
2004; CONSTANTIN, 2008), porém no presente estudo apenas a modalidade com
aumento da pressao platd inspiratoria foi estudada; 4) os niveis de PEEP nao foram
individualmente titulados, de maneira que nao podemos excluir que diferentes
resultados poderiam ser obtidos com diferentes niveis de PEEP; 5) o Unico marcador
biomolecular avaliado foi a expressdao do RNAm para PCIIl. Logo, 0 comportamento
de outros mediadores inflamatérios ndo pode ser extrapolado; e 6) o efeito das

manobras de recrutamento nos parametros hemodinamicos nao foi avaliado, o que



69

limita nosso entendimento e avaliacdo no papel da hipoperfusdo na inducédo de

apoptose em érgéos periféricos.
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7. CONCLUSOES

O recrutamento alveolar com 3 suspiros por minuto e pressdo de platd
inspiratdria de 40 cmH,0O acarretou abertura dos alvéolos colapsados, melhorando a
oxigenacdo e reduzindo a elastancia estética do pulmdo em modelo de LPA por
paraquat; entretanto, induziu hiperinsuflacdo alveolar, alteracfes ultraestruturais da
membrana alvéolo-capilar, aumento no numero de células epiteliais apoptoéticas no
pulméo e rim, bem como da expressdo de RNAm para pro-colageno tipo Il no tecido
pulmonar. A diminuicdo da frequéncia do suspiro promoveu reducdo nas areas de
hiperinsuflacdo alveolar, da apoptose de células epiteliais renais e pulmonares e da
expressdao do RNAm para PCIll. No entanto, o recrutamento com reducdo na
frequéncia de suspiro associada a baixa pressédo de platd inspiratéria determinou
aumento na elastancia estatica do pulmdo e piora da oxigenacdo; porém, nédo
modificou a expressdo do RNAm para PCIIl ou o nimero de células epiteliais
apoptoticas renais ou pulmonares. Logo, h4 uma dissociagdo entre a melhora
funcional e as modificacbes moleculares e ultraestruturais, quando se analisa a
resposta a uma determinada manobra de recrutamento. Ademais, parametros como
pressao de platbé e periodicidade devem ser considerados ao selecionar a manobra

de recrutamento que sera realizada.
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Scientific Knowledge on the Subject

Previous studies have reported that sigh improves respiratory function. However,
both sigh frequency and the level of inspiratory plateau pressure may yield shear and

tensile stresses inducing lung damage.

What This Study Adds to the Field

In the present ALI model, the reduction in sigh frequency led to a better
morphofunctional and molecular profile, while the combination with reduced
inspiratory plateau pressure worsened lung mechanics and histology with no further

protective effects.

This article has an online data supplement, which is accessible from this issue’s table

of content online at www.atsjournals.org.
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ABSTRACT (250)

Rationale: Sigh improves lung mechanics and oxygenation in acute lung injury (ALI),
however it may promote pulmonary damage induced by high frequency and
inspiratory plateau pressure (Pplat). Objective: To evaluate the role of frequency and
Pplat during sigh in ALl Methods: We studied healthy [saline (0.1 ml,
intraperitoneally)] and paraquat-induced ALI (15 mg/kg, intraperitoneally) rats. At
twenty-four hours, rats were anesthetized and mechanically ventilated with tidal
volume=4ml/kg and PEEP=5cmH,0 in air. Recruitment maneuver (RM) was then
applied using continuous positive airway pressure (CPAP) at 40 cmH,O for 40 s or
sigh using 3 different strategies for 1-hour: a) three sighs/minute, Pplat=40cmH,0
(5180/40), b) one sigh every 6-min, Pplat=40cmH,0O (S10/40), and c) one sigh every
6-min, Pplat=20cmH,O (S10/20). Measurements and Main Results: Lung static
elastance (Est,L) and oxygenation (PaO,) improved independent of sigh frequency.
However, S180/40 showed alveolar hyperinflation, worsening in alveolar epithelium
lesion, increased lung and kidney epithelial cell apoptosis, and type Ill procollagen
(PCIIl) mRNA expression. S10/40 yielded a further decrease in Est,L, improvement in
PaOy, and a reduction in hyperinflation, lung and kidney epithelial cell apoptosis, and
PCIIl mRNA expression. Est,L and alveolar collapse were higher in S10/20 than
S10/40, but PCIIl mRNA expression remained similar to S10/40. Conclusion: The
reduction in sigh frequency led to a better lung morphofunctional and molecular
profile, while the combination with reduced Pplat worsened lung mechanics and
histology with no further protective effects. The frequency and the level of Pplat of

sigh are important parameters to improve pulmonary function minimizing lung injury.

Key Words: Acute Lung Injury, Recruitment maneuvers, Ventilator-Induced Lung

Injury, Transpulmonary pressure, Apoptosis



84

INTRODUCTION (276)

The use of low tidal volumes and limited inspiratory plateau pressure has been
proposed to ventilate Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) and Acute Lung
Injury (ALI) patients and prevent lung and distal organs injury *®. The reduction in
tidal volume may result in alveolar derecruitment if not enough positive end-
expiratory pressure (PEEP) is applied to prevent alveolar collapse (. Several
Recruitment Maneuvers (RMs) have been used in clinical and experimental
ALI/ARDS to open the lung, favoring the use of lower PEEP levels & 9. Continuous
Positive Airway Pressure (CPAP) of 40 cmH»0 for 40 seconds (RM-CPAP) is a well
known method of RM since it ameliorates lung function ®®. However, RM-CPAP
failed to induce a sustained improvement of oxygenation “**® and may result in lung
injury @ . Similarly, sigh showed a beneficial " 8 but short-lived effect " on lung
mechanics and oxygenation. However, both the level of sigh frequency ®® and
inspiratory plateau pressure may yield shear and tensile stresses inducing lung

damage.

In an experimental model of moderate ALI, we tested the following hypothesis:
a) sigh could improve gas-exchange and lung mechanics, opening collapsed alveoli
while minimizing lung and distal organs injury; b) the reduction of both sigh frequency
and inspiratory plateau pressure could maintain the benefits on lung function with

lower alveolar stress.

For this purpose, arterial oxygen partial pressure, lung static elastance and
histology (light and electron microscopy), lung, kidney, liver, and small intestine villi
epithelial cell apoptosis, and type Il procollagen (PCIlll) mRNA expression in lung

tissue were measured in animals with and without ALI.

Some of the results of this study have been previously reported in abstract

form (19,
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METHODS (489)
Animal Preparation and Experimental Protocol

Ninety-six Wistar rats (250-300g) were randomly assigned into 2 main groups:
Control (CTRL, n=48) and Acute Lung Injury (ALI, n=48), where sterile saline solution

(1 ml) or paraquat (15 mg/kg) were intraperitoneally (ip) injected, respectively.

Thirty-two rats of each group were used to analyze lung static elastance
(Est,L) and post-recruitment histology and the remaining sixteen rats of each group

were used for lung histology in non-ventilated animals (NV).

Twenty-four hours after saline or paraquat administration, the animals were
sedated (diazepam 1 mg, ip), anesthetized (thiopental sodium 20 mg/kg, ip),
tracheotomized, paralyzed (pancuronium 2 mg/kg, intravenously), and mechanically
ventilated (Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay) with
the following parameters: tidal volume (V1)=4 ml/kg, respiratory rate=80 breaths/min,
inspiratory:expiratory ratio=1:2, inspired oxygen fraction=0.21, and PEEP=5 cmH,0.
Arterial oxygen partial pressure (PaO,) (i-STAT, Abbott Laboratories, lllinois, USA)
and Est,L were measured (BASELINE), after which animals were randomized as
follows: 1) Non-recruited (NR); 2) Recruitment maneuver with 40 cmH,O pressure
inflation for 40-seconds (RM-CPAP), and 3) Sigh. Sighs were applied using three
different strategies: 1) three sighs per minute with inspiratory plateau pressure (Pplat)
of 40 cmH,O (S180/40), 2) one sigh every six minutes with Pplat of 40 cmH,O
(510/40), 3) one sigh every six minutes with Pplat of 20 cmH,O (S10/20) (Figure 1).
After 1-hr ventilation, PaO, and Est,L were analyzed, lungs and distal organs were
then prepared for histology, and PCIll mRNA expression in lung tissue was
measured (Figure 2).

Mechanics
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Airflow, volume, tracheal and esophageal pressures were measured 9.
Est,L was calculated by dividing the transpulmonary plateau pressure by the tidal

volume using ANADAT data analysis software (RHT-InfoData).

Histology
Light Microscopy

Lungs were removed, fixed, and parafin embedded. Four-? m-thick slices
underwent hematoxylin-eosin staining. The volume fraction of normal, collapsed, and

hyperinflated pulmonary areas were determined by point-counting technique V.
Transmission electron microscopy

Three slices were cut from three different segments of the left lung and fixed
for electron microscopy (JEOL 1010 Transmission Electron Microscope, Tokyo,

Japan) analysis .
Apoptosis Analysis

Lungs, liver, kidney and small intestine villi were fixed and paraffin embedded.
The cellular localization of Fas and FasL proteins was studied by the streptavidin-
biotin immunoperoxidase method using the anti-Fas-L polyclonal antibody (Clone
FSLO1; same as 5D1, NeoMarkers, Westinghouse, CA). Ten fields per section from
the regions with apoptotic cells were examined to discriminate nuclei with
fragmentation of condensed chromatin masses. A semiquantitative system was used

to assess the degree of apoptosis.

Semi-quantitative reverse-transcription and polymerase chain reaction

Lung parenchyma strips were cut from left lungs and the relative expression of
PCIll was obtained by semi-quantitative Reverse-Transcription and Polymerase

Chain Reaction (RT-PCR). In the PCIIl mRNA detection by RT-PCR, glyceraldehyde-
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3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) primers were used as internal positive

control 420,
Statistical Analysis

Differences among the groups were assessed by two-way ANOVA followed by
Tukey’s test or tvo-way ANOVA on ranks followed by Dunn’s post-hoc test. A p

value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

The percentage of variation of PaO, from END to BASELINE (?Pa0,,%) was
higher in S180/40 than RM-CPAP (p<0.05) (Figure 3). The reduction sigh frequency,
independent of inspiratory plateau pressure (S10/40 and S10/20), led to an increase
in ?Pa0,,%. However, ?Pa0,,% was higher in S10/40 than S10/20. Est,L
significantly increased in ALI compared to CTRL (Figure 4). RM-CPAP did not modify
Est,L while sigh (S180/40, S10/40, and S10/20) significantly decreased Est,L. Est,L

was lower in S10/40 than S10/20 (Figure 4).

The fraction area of alveolar collapse was higher in ALI compared to CTRL, and
lower in NV than NR animals. S180/40 showed a reduction of alveolar collapse and
increased hyperinflated areas compared to RM-CPAP (Figure 5). The reduction in
sigh frequency (S10/40) led to a decrease in alveolar collapse and hyperinflation,
while the amount of alveolar collapse was similar in S10/20 and S180/40, with less

hyperinflation.

All ALI animals showed cytoplasmatic degeneration of type 1l pneumocyte (PII)
and endothelial damage compared to CTRL (Table 1). However, in S180/40 group,
type Il pneumocyte and endothelial damage increased with a detachment of alveolar
epithelium and denudation of epithelial basement membrane. In S10/40 and S10/20

these ultrastructural changes were minimized (Table 1).
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The present model of ALI led to lung and distal organ epithelial cell apoptosis.

Lung and kidney apoptosis were increased only in S180/40 group (Table 2, Figure 6).

PCIIl mRNA expression was higher in ALI than CTRL groups. In both ALl and
CTRL, S180/40 increased PCIIl mRNA expression (Figure 7A) while RM-CPAP
showed no alteration. The drop in sigh frequency (S10/40) significantly reduced PCIII
MRNA expression (Figure 7B), but the combination with decreased inspiratory

plateau pressure (S10/20) did not lead to a further reduction (Figure 7C).

DISCUSSION

In the present model of paraquat-induced moderate ALI, sigh improved
oxygenation and lung static elastance as well as decreased alveolar collapse;
however, it yielded hyperinflation, ultrastructural changes in alveolar capillary
membrane, increased lung and kidney epithelial cell apoptosis, and PClll mRNA
expression. The reduction in sigh frequency further decreased lung static elastance
and improved oxygenation, with a marked decrease in alveolar hyperinflation, PCIII
MRNA expression, and apoptosis in lung and kidney epithelial cells. Reduced sigh
frequency associated with lower inspiratory plateau pressure worsened lung static
elastance, histology and oxygenation, but did not decrease PCIllIl mRNA expression

nor modify epithelial cells apoptosis of distal organs.

To our knowledge this is the first study investigating the role of sigh on lung and

distal organs injury in an experimental model of ALI.

Acute Lung Injury was induced by paraquat, a herbicide that accumulates
predominantly in the lung and induces alveolar epithelial damage due to its action on
type Il pneumocytes. This model leads to a well reproducible moderate lung injury
characterized by alveolar collapse, interstitial edema, and hyaline membrane, without

alveolar edema > 2 |n addition, the present ALI model induced lung, kidney, liver
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and small intestine villi epithelial cells apoptosis ¥

. In our study the degree of

alveolar collapse in non-ventilated ALI (NV) was around 34% (Figure 5) similar to that
observed in previous experimental 4?2 and human studies in ALI/ARDS @
Mechanical ventilation with 5 cmH,O PEEP, without recruitment (NR) reduced the
amount of alveolar collapse to 26%, compared to NV. However, Est,L increased and
oxygenation decreased during the 1-hr period of mechanical ventilation. This
deterioration may be caused by the use of limited tidal volume and/or an insufficient
PEEP level to open collapsed alveoli. We decided to use low tidal volume and 5 cmH,O
PEEP to minimize the possible interactions between conventional mechanical
ventilation and different recruitment strategies on ventilator-induced lung injury (VILI)
determined by lung strain (inflated volume to functional residual capacity ratio) and
stress (transpulmonary pressure) (?®* 9. Besides animals were ventilated in air to
prevent reabsorption atelectasis ®® and reduce possible hyperoxia-induced lung
injury ),

Comparison between RM-CPAP and S180/40

Sigh was compared with RM-CPAP (40 cmH,O for 40 seconds) ) since this is

the most frequently used RM in clinical practice €.

RM-CPAP did not significantly change Est,L, but improved oxygenation and
reduced atelectasis after 1 hour mechanical ventilation. We can not rule out the fact that
RM-CPAP may lead to an early improvement in Est,L, and its beneficial effects wore
off with time. According to our results, several experimental and clinical data showed

that RM-CPAP may provide only temporary improvement in lung function 212,

The application of sigh increased Est,L and oxygenation, as well as reduced
alveolar collapse more effectively than RM-CPAP. In accordance with these data, sigh
improved lung function in ALI/ARDS patients both in supine *® and prone positioning *).

On the other hand, sigh induced alveolar hyperinflation, detachment of alveolar barrier,
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type Il pneumocyte necrosis, denudation of the basement membrane, endothelium
injury (Table 1), associated with an increase in PCIlIl mRNA expression (Figure 7). The
high pressure of sigh used to re-expand and open collapsed lung units may expose
the alveoli to tensile and shear stresses stimulating fibroblasts and macrophages to
synthesize collagen fibers. PCIII mRNA expression was evaluated since it has been
used as an early marker of lung parenchyma remodeling ** 2% 3132 Qur results are
in accordance with previous reports demonstrating increased procollagen mRNA
expression in lungs submitted to high airway pressures | high inflation 4 20 32. 34)

(34 Additionally, sigh led to higher lung and kidney

or cyclic mechanical strain
epithelial cells apoptosis, in line with other studies, which reported epithelial cells
apoptosis in distal organs during injurious mechanical ventilation ®°. In this context,
kidney has been described as the first distal organ to be damaged during injurious
mechanical ventilation % 37 In our study, the degree of lung stress induced by sigh
was probably not high enough to cause small intestine villi and liver epithelial cell
apoptosis ®®. We also observed an important dissociation between the improvement in
the clinical parameters and molecular (Figure 7) and ultra-structural (Table 2) changes
in lung parenchyma. Although the measurements of oxygenation and respiratory
mechanics are most commonly used to optimize mechanical ventilation at the bedside,
our experimental data suggest that they do not necessarily represent the best

parameters to monitor the RMs effects (26:30:39),

Reduction of sigh frequency

It is unknown the appropriate sigh frequency to keep the lung open avoiding
lung injury. In our study, the reduction in sigh frequency led to an improvement in
oxygenation associated with a decrease in EstL, the fraction area of alveolar
collapse, and hyperinflation. Higher respiratory frequencies may induce lung injury by
both elevating the magnitude of shear stress from more rapid inflations (thereby

exceeding the failure limit and reducing the number of cycles required for failure) and
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more rapidly achieving the total number of cycles required for failure “042.
Additionally, the increase in respiratory frequency was associated with the release of
inflammatory mediators “®. Therefore lower sigh frequency resulted in less lung
epithelial and endothelial damage, leading to reduced PCIIl expression and lung
epithelial cell apoptosis. It was hypothesized that the reduction of sigh frequency led
to an increase in the time necessary to repair alveolar capillary membrane, thus
protecting lungs from further damage *®). Therefore, we speculate that there is a sigh
frequency threshold beyond which the intrinsic reparative properties of the lung

epithelium are overwhelmed. Clearly, the optimal sigh frequency may be different in

healthy and ALI animals/patients.

We also observed a reduction in kidney epithelial cells apoptosis that could be
related to the attenuation of the overall inflammatory process & 44 0On the other
hand, we cannot rule out the possible improvement of regional perfusion during

reduced sigh frequency, leading to better oxygen delivery to peripheral organs.

Reduction of plateau pressure during sigh

Since PCIlIl mRNA expression remained higher in S10/40 than non-recruited ALI
animals, we hypothesized that the reduction in inspiratory plateau pressure, at lower
frequency, could yield similar lung function and morphometry with lower degree of
pulmonary stress. We found that he association of reduced sigh frequency and
inspiratory plateau pressure (S10/20) worsened oxygenation, lung mechanics and
histology with no significant modification in epithelial cell apoptosis of the lung and
distal organs, and PCIll mRNA expression. Therefore, although lower inspiratory
plateau pressure during sigh could reduce the tensile stress, it was unable to open the
collapsed alveoli leading to shear stress and maintaining higher PCIII mRNA

expression 4,
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Our data should not be directly extrapolated to the clinical scenario. In fact,

the current study has several limitations: 1) specific experimental model of moderate
ALl induced by paraquat. Thus, we do not know if similar results can be obtained in
other experimental models of ALI, with different degrees of lung injury and in larger
animals; 2) the short duration of the experiment, just 1 hr, which hinders assessment
of possible long term effects of RMs; 3) different types of sigh have been proposed,
with periodic increase in inspiratory plateau pressure, PEEP or both “**7_ In the
present study, we only evaluated sigh performed by periodic changes in inspiratory
plateau pressure at different frequencies; 4) PEEP was notindividually titrated,
although we applied 5 cmH>,O PEEP. We cannot exclude that different results could
have been obtained at higher PEEP levels; 5) we measured only PCIII mRNA
expression, thus the impact of RMs on different inflammatory mediators was not
evaluated; and 6) the effects of RMs on cardiovascular parameters were not

investigated.

In conclusion, under the present experimental conditions, sigh at 40 cmH,O
inspiratory plateau pressure was effective at opening collapsed alveoli, improving
oxygenation and lung mechanics independent of the frequency. The reduction in sigh
frequency led to a better lung morphofunctional and molecular profile. However, the
combination of lower sigh frequency and inspiratory plateau pressure worsened lung
function and histology, with no further protective effects on lung and distal organs.
The best method of recruitment maneuver remains uncertain and the optimal

inspiratory plateau pressure, duration and periodicity need to be elucidated.
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Figure Legends:

Figure 1. A schematic flow chart of study design. Control (CTRL, n=48) and Acute
Lung Injury (ALI, n=48) groups were randomized as follows: 1) Non-recruited (NR); 2)
Recruitment maneuver with 40 second inflation to a peak airway pressure of 40
cmH,O (RM-CPAP), and 3) Sigh. Sighs were applied during one hour with three
different strategies: 1) three sighs per minute with plateau pressure of 40 cmH,O
(S180/40), 2) one sigh every six minutes with plateau pressure of 40 cmH,O

(510/40), 3) one sigh every six minutes with plateau pressure of 20 cmH,O (S10/20).
Figure 2. Timeline representation of the procedure.

Figure 3. Percentage increase in arterial oxygen partial pressure (?Pa0,,% ) over
BASELINE in Control (CTRL) and Acute Lung Injury (ALI) groups. Values are mean *
SEM of 4 animals in each group. Upper panel: CTRL and ALl groups were
randomized as follows: a) non-recruited (NR), b) a 40-second inflation to a peak
airway pressure of 40 cmH,O (RM-CPAP), and c) three consecutive sighs per min
during 1 hr with plateau pressure of 40 cmH,0 (S180/40). *Significantly different from
NR (p<0.05). tSignificantly different from RM-CPAP (p<0.05). tSignificantly different
from CTRL (p<0.05). Lower panel: Since no differences were found among CTRL
groups, we presented the data related to only ALI group. S10/40: one sigh of 40
cmH20 every six minutes per hour, S10/20: one sigh of 20 cmH,O plateau pressure
every six minutes per hour (S10/20). *Significantly different from S180/40 (p<0.05).
tSignificantly different from S10/40 (p<0.05).

Figure 4. Lung static elastance (Est,L) immediately before (BASELINE) and 1 hour
after (END) recruitment maneuver (RM) in Control (CTRL) and Acute Lung Injury
(ALI) groups Upper panel: CTRL and ALI groups were randomized as follows: a) non-
recruited (NR), b) a 40-second inflation to a peak airway pressure of 40 cmH,O (RM-

CPAP), and c) three consecutive sighs per min during 1 hr with plateau pressure of
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40 cmH>0 (S180/40). Lower panel: Sigh frequency was reduced: one sigh of 40
cmH20 every six minutes per hour (S10/40), as well as the plateau pressure of 20
cmH,O (S10/20). Values are mean + SEM of 8 animals in each group (10
determinations per animal). *Significantly different from BASELINE (p<0.05).

tSignificantly different from CTRL group (p<0.05).

Figure 5. The volume fraction of the lung occupied by hyperinflated structures (dark
gray) or collapsed alveoli (gray) or normal pulmonary areas (white) in Control (CTRL)
and Acute Lung Injury (ALI) groups. All values were computed in ten random, norn
coincident fields per rat. Values are mean £ SEM of 8 animals in each group. Upper
Panel: CTRL and ALI groups were randomized as follows: a) non-recruited (NR), b) a
40-second inflation to a peak airway pressure of 40 cmH,O (RM-CPAP), and c) three
consecutive sighs per min during 1 hr with plateau pressure of 40 cmH,O (S180/40).
*Significantly different from nonventilated (NV) group (p<0.05), Ttsignificantly
different from NR group (p<0.05), %significantly different from RM-CPAP group
(p<0.05), **significantly different from CTRL group (p<0.05). Lower Panel: Sigh
frequency was reduced: one sigh of 40 cmH,O every six minutes per hour (S10/40),
as well as the plateau pressure of 20 cmH,O (S10/20). *Significantly different from

S180/40 (p<0.05).

Figure 6. Representative photomicrographs of lung (upper panels) and kidney (lower
panels). Upper panels: Photomicrographs of lung parenchyma stained with
hematoxylin-eosin (HE) and TUNEL technique. Control (CTRL) group depicted
preserved architecture with normal alveoli (A) and ducts (D) and sparse brownish
apoptotic lung cells (arrowheads). In contrast, in Acute Lung Injury (ALI) groups,
lungs presented alveolar collapse (arrows), ntra-alveolar edema (ed) and hyaline
membranes (hm) and numerous brownish apoptotic pneumocytes (arrows). Note that
in S10/40 and S10/20 groups, the number of apoptotic epithelial cells was lower than

S180/40. Lower Panel: Photomicrographs of kidney stained with hematoxylin-eosin
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(HE) and immunohistochemistry (IH) for FasL. In CTRL group, kidney shows
glomeruli (G) and renal tubules (arrows) with preserved architecture and sparse
brownish apoptotic renal cells (arrow). In ALl groups kidneys presented
disarrangement of renal tubules with degenerative cytoplasmic changes (arrows) and
numerous brownish apoptotic tubular cells (arrows). Note that in kidneys submitted to
S180/40 increased number of epithelial cell apoptosis, while the reduction of both

frequency and pressure decreased apoptotic cell number.

Figure 7. Relative expression of type Il procollagen mRNA (PCIIl) obtained by
amplification of PCIII and glyceraldehydes-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) by
semi-quantitative reverse-transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) of
rat lung tissue in Control (CTRL) and Acute Lung Injury (ALI) groups. Values are
mean + SEM (n = 4) of the ratio between the densitometric values of PCIll and
GAPDH bands obtained in RT-PCR experiments. Upper panel: CTRL and ALI groups
were randomized as follows: a) non-recruited (NR), b) a 40-second inflation to a peak
airway pressure of 40 cmH,O (RM-CPAP), and c) three consecutive sighs per min
during 1 hr with plateau pressure of 40 cmH,O (S180/40). Sigh frequency was
reduced: one sigh of 40 cmH,O every six minutes per hour (S10/40) [lower panel
(right)], as well as the plateau pressure of 20 cmH,O (S10/20) [lower panel (left)].
*Significantly different from NR group (p<0.05). fSignificantly different from RM-
CPAP (p<0.05). tSignificantly different from CTRL group (p<0.05). 8Significantly

different from S10/40 (p<0.05).
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Table 1. Semi-quantitative analysis of electron microscopy in Acute Lung Injury group

Features NR RM-CPAP S180/40 S10/40 S10/20
Alveolar
capillary 2(1.5-25) 2(2-2) 4 (3.5-4)* 2(2-3) 2(1.5-25)
membrane
Typell
2(2-2.5) 2(15-25 3(2535* 2(15-2) 15(1-2)
epithelial cells

Endothdlial cells 1.5(1-25)  2(2-25)  35(25-4)* 15(1-25  1(1-15)

Lung tissue score was done independently by two different investigators. The
pathologic findings were graded according to a 5-point semi-quantitative severity-
based scoring system: O=normal lung parenchyma, 1=changes in 1 to 25%, 2= 26 to
50%, 3= 51 to 75%, and 4= 76 to 100% of the examined tissue. Electron microscopy
of lung parenchyma in ALI groups. NR: Non-recruited, RM-CPAP: Recruitment
maneuver with 40 cmH,O pressure inflation for 40-seconds, S180/40: three sighs per
minute with plateau pressure of 40 cmH»O, S10/40: one sigh every six minutes with
plateau pressure of 40 cmH,O, S10/20: one sigh every six minutes with plateau
pressure of 20 cmH,0O. Values are median (25" percentile-75" percentile) of four to

five rats in each group.*Significantly different from NR group (p<0.05).
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Table 2. Epithelial cells apoptosis in Acute Lung Injury group

Organs NR RM-CPAP S180/40 S10/40 S10/20
Lung 20(1.5-25) 20(1525 35(34)* 20(1.52) 20(15-25

Kidney 20(2-3) 3.0(25-35) 4.0(354.0* 251530 20(1520
Villi 15(1-25 20(153) 25(1535 25(1525) 20(1525
Liver 25(2-3) 25(1535 20(1525 30(2535 20(1525)

Values are median (25" percentile-75" percentile) of 4 animals in each group. The
apoptotic findings were graded as negative = 0, slight = 1, moderate = 2, high = 3
and severe = 4 in 10 non-coincident microscopic fields (400 x magnification). A mean
score was then calculated (0O = normal lung parenchyma; 1 = 1-25%; 2 = 26-50%; 3 =
51-75%; 4 = 76-100% of structures altered). NR: Nonrecruited, RM-CPAP:
Recruitment maneuver with 40 cmH,O pressure inflation for 40-seconds, S180/40:
three sighs per minute with plateau pressure of 40 cmH,0O, S10/40: one sigh every
six minutes with plateau pressure of 40 cmH»O, S10/20: one sigh every six minutes

with plateau pressure of 20 cmH»O. *Significantly different from NR group (p<0.05).
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Figure 1.
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24 hr before Recruitment Maneuver

experiments, .
animals received PaO; analysis

Pa0; analysis | 1 hr >
by }

B S T S NN

T i

Anesthesia, Lung static Lung static Histology
paralysis and ©lastance elas;[;acD(; apoptosis
mechanical
ventilation
Vr=4 mikkg,
V' =6 ml/s,

N — 0N ivinna



108

Figure 3

200

150

?Pa0, (%)
|_\
o
o
||

* 1
-
50 F
T *
o & 5 ]
-50
NR RM-CPAP S180/40 NR RM-CPAP S180/40
@ 9 [ ' )
CTRL ALIT

200

150 |
’O\E? *
= T
95 100 F * -|-
(al
(\.

-
50
0
S180/40 S10/40 S10/20
[ o

ALl



Figure

Est,L (cmH,0.ml™)
N w ~ a1 o

=

A O O o

Est,L (cmH,0.ml™)
N W

o

o

p< 0.001
= | |
mEmmm BASELINE
I END p=0.001
= * *
- * *

NR RM-CPAP S180/40 NR RM-CPAP S180/40

[ 9 [ 9
#
CTRL ALI
EN BASELINE
C—END
_ p< 0.001 p< 0.001
I ] |
B *
i *
S180/40 S10/40 S10/20
® ®

ALl



110

Figure5
] Normal
T 1 Collapse
~ 100 |- = 0 == L - Bl Hyperinflation
S : - E
— I
E\ 80 | *T *T
- *
(D) T
&
O 60}
c e
o
| -
O 40 |-
=
(@)
C 20
-
-
0
NV NR RM- S180/40 NV NR RM- S180/40
CPAP CPAP
[ o [ o
CTRL ALI**
~~ * *
X 100 |- i
> F=] : —
=
? 80 F = * Bl
@
&
O 60
L
=
=
o 20 -
c
-
- 0
$180/40 S10/40 S10/20
! °

ALl



Figure 6
Lung
HE ‘}.r“-'__ R TUNEL e o a I e
: J A 2 4 fh -
'L._,.l.‘_ .‘ o LL\'I-L.'. '-. Iﬂ"'\-\. {
J_ﬁ’ " N AT -
A AR M N |7 'y
-?} LD | . .
i by W Y l-.-.,mg'!', ‘
cTRL | g Ay o CTRL e ! e ALI-NR '
HE “ ] tuneL ﬂ HE |
.I‘" : : b ER .
M ‘ ﬁ f- Y D 2 ed
Y
Sre BN v, 3
) 0 — m
ALI-RN-CFAP AL-RM-CPAP ALLS180140 :
HE ﬁfﬂ TUNEL P HE : f -~
§n D =
T
.ﬂi" g - “ A %ﬂ
& p ik
B b 1':%‘ g m’
ALRS10/40 ALI-S10/20 F .E—

111

i, ]

TUNEL |g 42 % 4
LR

= o ‘.& s

w
ALFNR | il
TuneL Jo T :

. o .; Ll -
¥ .

- wi‘- é';,,-_"
b -
WP

?3"1*,4-.;

F{i-ﬂ- o
5%,

- -
il il Nhi‘ W
ALI-S1050 tﬂ

TUNEL |
.
x Hi

[

- '._
]

ST o

N
wuLy




112

Figure7
5 _—
A
*x T
4 ¢
wn
(b}
3
S5 3T T
oa
=<
£9 ,
20
=9
o
a 1+
O NR RM-CPAP S180/40 NR RM-CPAP S180/40
CTRL ALl T
——————————— ———————— - PC|||(613 bp)

- - - - - — GAPDH (211 bp)

RT- NR RMCPAP S180/40 NR RMCPAP S180/40

B C

!
n
S

|

=

ol
1
*

o
&
1

Densitometric values
PCIII/IGAPDH
H
Densitometric values
PCIII/GAPDH
N

L

o

0
NR S10/40 S180/40 S10/20 S10/40 S10/20 S10/40

ALl ~ CTRL - ALl t
PCIIl (613 bp)

GAPDH (211 bp)

- — o —
L B
g

RT- NR  S10/40  S180/40 RT- S10/20 S10/40 S10/20 S10/40



113
EFFECTS OF FREQUENCY AND INSPIRATORY PLATEAU PRESSURE
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METHODS

Animal Preparation and Experimental Protocol

This study was approved by the Ethics Committee of the Carlos Chagas Filho
Institute of Biophysics, Health Sciences Center, Federal University of Rio de Janeiro.
All animals received humane care in compliance with the “Principles of Laboratory
Animal Care” formulated by the National Society for Medical Research and the
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” prepared by the National

Academy of Sciences, USA.

Ninety-six Wistar rats (250-300 g) were randomly assigned into 2 main groups.
In Control (C, n=48), sterile saline solution (0.9% NaCl, 1 mL) was intraperitoneally
(ip) injected and in Acute Lung Injury (ALI, n=48), paraquat (15 mg/kg ip) was
administered. Thirty-two rats of each initial group were used to analyze lung static
elastance and post-recruitment histology and the remaining sixteen rats of each

group were used to study non-ventilated histology.

Twenty-four hours after saline or paraquat administration, the animals were
sedated (diazepam 1 mg ip), anesthetized (thiopental sodium 20 mg/kg ip),
tracheotomized, paralyzed (pancuronium 2 mg/kg intravenously), and mechanically
ventilated (Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay) with
the following parameters: tidal volume (V1)=4 ml/kg, airflow=6 ml/sec, respiratory rate
(RR)=100 breaths/min, inspiratory to expiratory ratio=1:2, fraction of inspired oxygen
(FiO2)=0.21, and PEEP=5 cmH,0. A polyethylene catheter (PE-10) was introduced
into the femoral artery for blood sampling. Blood (300 pL) was drawn into a
heparinized syringe for arterial oxygen partial pressure (PaO;) (i-STAT, Abbott
Laboratories, lllinois, USA). Lung mechanics were then obtained (Baseline) and
animals were randomized as follows: 1) nonrecruited (NR); 2) Recruitment

maneuver with 40 cmH>O pressure inflations for 40-seconds (RM-CPAP), and 3)
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Sigh. Sighs were applied during one hour with three different strategies: 1) three
sighs per min with plateau pressure of 40 cmH,O (S180/40), 2) one sigh every six
minutes with a plateau pressure of 40 cmH,O (S10/40), 3) one sigh every six minutes
with a plateau pressure of 20 cmH,O (S10/20). Additional Control and ALI groups
were non-ventilated (NV) and prepared for lung histology. After 1-hr ventilation
period, PaO, and lung static elastance were analyzed. At the end of the experiments,
lungs and distal organs were prepared for histology and PCIII mRNA expression in
lung tissue was measured.

Mechanics

Airflow, tracheal and esophageal pressures were measured F. Vi was
calculated by digital integration of flow signal. Transpulmonary pressures were
calculated by the difference between tracheal and esophageal pressures E B2 All
signals were filtered (100 Hz), amplified in a 4-channel conditioner (SC-24, SCIREQ,
Montreal, Quebec, Canada), sampled at 200 Hz with a 12-bit analog-to-digital
converter (DT2801A, Data Translation, Marlboro, MA, USA), and stored on a

microcomputer. All data were collected using LABDAT software (RHT-InfoData,

Montreal, Quebec, Canada).

Airways were occluded at end-inspiration for 5 seconds until a transpulmonary
plateau pressure (Pplat,L) was reached. Est,L was calculated by dividing Pplat,L by
the Vr B. Lung mechanical measurements were performed 10 times in each animal,

and analyzed using ANADAT data analysis software (RHT-InfoData).
Histology
Light microscopy

A laparotomy was done immediately after the determination of lung mechanics
(End) and heparin (1,000 IU) was intravenously injected in the vena cava. The

trachea was clamped at end-expiration with PEEP of 5 cmH»O, and the abdominal
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aorta and vena cava were sectioned, yielding a massive hemorrhage that quickly
killed the animals. The lungs were then removed en bloc at the same PEEP in all
groups to avoid distortion of lung morphometry. Lungs, liver, kidneys, and small
intestine were removed, fixed in 3% buffered formaldehyde, and paraffin embedded.

Four-? m-thick slices were cut and underwent hematoxylin-eosin staining.

Two investigators unaware of the origin of the material examined the samples
microscopically. The slides were coded and examined only at the end of all

measurements.

Lung morphometric analysis was performed with an integrating eyepiece with
a coherent system consisting of a grid with 100 points and 50 lines (known length)
coupled to a conventional light microscope (Olympus BX51, Olympus Latin America
Inc., Brazil). The volume fraction of the lung occupied by collapsed alveoli @lveoli
with rough or plicate walls) or normal pulmonary areas (those not presenting
overdistended or plicate walls) were determined by the point-counting technique = at
a magnification of x200 across 10 random, non-coincident microscopic fields. Briefly,
points falling on normal pulmonary areas or collapsed alveoli were counted and

divided by the total number of points in each microscopic field =°.

Transmission Electron Microscopy

Three slices of 2x2x2 mm were cut from three different segments of the left lung
and diaphragm. They were then fixed in 2.5% glutaraldehyde and phosphate buffer
0.1 M (pH = 7.4), post-fixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated through graded
ethanol solutions and embedded in Epon-Araldite. Ultrathin sections were observed
using a transmission electron microscope (JEOL 1010 Transmission Electron
Microscope, Tokyo, Japan) after staining with uranyl acetate and lead citrate. For
each electron microscopy image (15/animal) an injury score was determined. The

following parameters were analyzed concerning lung parenchyma: a) alveolar
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capillary membrane, b) epithelial cells lesion, and c) endothelial cell damage. The
pathologic findings were graded according to a 5point semi-quantitative severity-
based scoring system as: O=normal lung parenchyma or diaphragm, 1=changes in 1
to 25%, 2=changes in 26 to 50%, 3=changes in 51 to 75%, and 4=changes in 76 to

100% of examined tissue .

Apoptosis assay of lung and distal organs
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End

Labeling)

TUNEL staining was used to assay cellular apoptosis on lung, kidney, liver, and
small intestine villi in a blinded fashion by 2 pathologists. Apoptotic cells were
detected using In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescin (Boehringer, Mannheim,
Germany). Formalin fixed and paraffin embedded lung tissue sections were
deparaffinized and antigen retrieval was carried out by incubating tissue slides with
protein kinase K (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) for 20 minutes at 15
png/ml. TUNEL reaction mixture was applied for 1 hour at 37°C. For negative controls
the transferase enzyme was omitted. The nuclei without DNA fragmentation stained
blue as a result of counterstaining with hematoxylin. Positive controls consisted of rat

prostatic gland after castration .

Immunohistochemical staining for Fas and FasL

The cellular localization of Fas and FasL proteins was studied by the
streptavidin-biotin immunoperoxidase method using a polyclonal rabbit anti-FasL
antibody (Chemicon/Millipore, Billerica, MA). Immunoreactivity was detected with 3,3'-
diaminobenzidine tetrachloride. Specificity controls consisted of omission of primary
antibody and/or preabsorption with blocking peptide, which abolished all

immunoreactivity ',

Apoptosis Quantification
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Three sections from each specimen were examined. Sections were initially
examined under light microscopy at low magnification (X100), allowing the
evaluation of surface area occupied by apoptotic cells. Then, 10 fields per section
from the regions with apoptotic cells were examined at a higher magnification
(X400). A semiquantitative system was used to assess the degree of apoptosis. A
5-point semiquantitative severity-based scoring system was used. The apoptotic
findings were graded as: 0 = normal lung parenchyma; 1 = 1-25%; 2 = 26-50%; 3

=51-75%:; 4 = 76-100% of examined tissue.

Semi-quantitative reverse-transcription and polymerase chain reaction

Lung parenchyma strips (3x3x10 mm) were longitudinally cut from left lungs.
Total RNA was isolated from the frozen lung tissue by Chomczynski and Sacchi’s
method . The relative expression of PCIll was obtained by semi-quantitative
Reverse-Transcription and Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). In the PCIII
MRNA detection by RT-PCR, the rat glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDH) primers were used as internal positive control. The semi-quantitative
method of RT-PCR was used to quantify the PCIll mRNA expression in the
experimental rat lung. All reactions included a negative control RT(-). The identity of
the amplification was confirmed by determination of the molecular size on agarose
gel electrophoresis with a 100 bp DNA molecular marker (Gibco BRL, Grand Island,

NY, USA).
Statistical Analysis

SigmaStat 3.0 statistical software package (Jandel Corporation, San Raphael,
CA, USA) was used. Differences among the groups were assessed by Two-way
ANOVA followed by Tukey’s test was used considering C and ALI and different RMs

as the two factor for analysis. Nonparametric data were analyzed using Two-way
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ANOVA on ranks followed by Dunn’s post hoc test. A p value < 0.05 was

considered significant.
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