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Resumo

MODOS DE VENTILACAO ASSISTIDA REDUZEM A EXPRESSAO
PULMONAR DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E FIBROGENICOS EM
MODELO DE LESAO PULMONAR AGUDA. Felipe Saddy. Orientadora:
Patricia Rieken Macedo Rocco. Resumo da dissertacdo de mestrado
submetida ao programa de pds-graduacdo da Faculdade de Medicina,
Departamento de Clinica Médica, Setor Clinica Médica, Area de
Concentracao: Ciéncias Pneumoldgicas — Rio de Janeiro, 2010.

O presente estudo objetivou comparar os efeitos de diferentes modos de
ventilacdo assistida com o modo ventilatorio pressdo controlada (PCV) em
relacdo a histologia pulmonar, gasometria arterial, mediadores inflamatorios e
fiborogénicos em modelo de lesdo pulmonar aguda (LPA). Para tal, foram
estudados ratos com LPA induzida por paraquat. Apds 24h, os animais foram
anestesiados e subsequentemente randomizados da seguinte forma
(n=6/grupo): 1) modo PCV com volume corrente (V1)=6 ml/kg e relacdo
tempo inspiratorio:expiratorio (1:E)=1:2; e 2) trés modos de ventilacdo
assistida: a) pressdo assisto-controlada (A-PCV1:2) com LE: 1:2, b) A-
PCV1:1 com L:E: 1:1; e ¢) pressao positiva bifasica da via aérea associada a
ventilacdo com suporte pressérico (Bivent+PSV). PCV, A-PCV1:l e A-
PCV1:2 foram ajustadas com 0s seguintes parametros: pressao inspiratéria
(Pinsp)=10cmH,O e PEEP=5cmH,O. Bivent+PSV foi ajustado com os
seguintes parametros: dois niveis de CPAP (Pinsp=P.alta=10cmH,0 e presséo
positiva ao final da expiracdo (PEEP)=P.baixa=5cmH,0) e tempo da
P.alta=T.alta=0.3s e tempo de P.baixa=T.baixa=0.3s. PSV foi ajustado com
0s seguintes parametros: 2 cmH,O acima da Pugh € 7 cmH>O acima da
P.baixa. Todos os ratos foram ventilados com fracdo inspirada de oxigénio
(FiO2)=0,21 por uma hora. Resultados: Os modos de ventilagdo assistida
apresentaram melhora morfofuncional pulmonar quando comparados ao
PCV. A-PCV1:1 e Bivent+PSV apresentaram niveis de oxigenacao
semelhantes, porém maiores que A-PCV1:2. Bivent+PSV apresentou menor
lesé@o do epitélio pulmonar e menor expressao de fator de necrose tumoral-a.,
interleucina-6, e procolageno tipo Ill. Em conclusdo, no presente modelo
experimental de LPA, os modos de ventilacdo assistida apresentaram
maiores efeitos benéficos na funcdo pulmonar e reducéo da injdria pulmonar
guando comparados ao PCV. Entre os modos de ventilacdo assistida,
Bivent+PSV demonstrou melhores resultados funcionais com menor leséo
pulmonar e expressao de mediadores inflamatorios.

Palavras-chave: Lesdo pulmonar aguda, lesdo pulmonar induzida pelo
ventilador, citocinas, procolageno tipo Il
Rio de Janeiro

Marco de 2010



Viii
Abstract

ASSISTED VENTILATION MODES REDUCE THE EXPRESSION OF LUNG
INFLAMMATORY AND FIBROGENIC MEDIATORS IN A MODEL OF MILD
ACUTE LUNG INJURY. Felipe Saddy. Orientadora: Patricia Rieken Macedo
Rocco. Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao programa de poés-
graduacdo da Faculdade de Medicina, Departamento de Clinica Médica,
Setor Clinica Médica, Area de Concentracéo: Ciéncias Pneumoldgicas — Rio
de Janeiro, 2010

The present study compared the effects of different assisted ventilation
modes with pressure-controlled ventilation (PCV) on lung histology, arterial
blood gases, inflammatory and fibrogenic mediators in experimental acute
lung injury (ALI). Methods: Paraquat-induced ALI rats were studied. At 24-h,
animals were anaesthetised, and further randomized as follows (n=6/group):
1) pressure controlled ventilation mode (PCV) with tidal volume (V1)=6 ml/kg
and inspiratory to expiratory ratio (l:E)=1:2, and 2) three assisted ventilation
modes: a) assist-pressure controlled ventilation (A-PCV1:2) with [:E=1:2, b) A-
PCV1:1 with I:E=1:1; and c) Biphasic positive airway pressure and pressure
support ventilation (Bivent+PSV). PCV, A-PCV1:1, and A-PCV1:2 were set
with Pinsp=10cmH>0 and PEEP=5cmH,0. Bivent+PSV was set with two levels
of CPAP [inspiratory pressure (Puigh=10 cmH,0O) and positive end-expiratory
pressure (PLow=5cmH,0)] and inspiratory/expiratory times: Tigh=0.3s and
TLow=0.3s. PSV was set as follows: 2 cmH,0 above Puigh and 7 cmH,0 above
PLow- All rats were mechanically ventilated in air and PEEP=5cmH,0 for 1-h.
Results: Assisted ventilation modes led to better functional improvement and
less lung injury compared to PCV. A-PCV1:1 and Bivent+PSV presented
similar oxygenation levels, which were higher than in A-PCV1:2. Bivent+PSV
led to less alveolar epithelium injury and lower expression of tumour necrosis
factor-a,, interleukin-6, and type Il procollagen. Conclusions: In this
experimental ALI model, assisted ventilation modes presented greater
beneficial effects on respiratory function and a reduction in lung injury
compared to PCV. Among assisted ventilation modes, Bivent+PSV
demonstrated better functional results with less lung damage and expression
of inflammatory mediators.

Keywords: acute lung injury, ventilator-induced lung injury, cytokines, type Ill
procollagen.
Rio de Janeiro

Marco de 2010
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1 Introducéo

1.1 Ventilacdo Mecanica

“Mas aquela vida pode... ser restaurada ao animal, uma abertura no tronco
da traquéia deve ser tentada, na qual um tubo de bambu ou cana deve ser
colocado; vocé entdo deve soprar nele, assim o pulmao se levanta de novo e o
animal recebe o ar... E fazendo isso, tomando cuidado para que o pulmao seja
inflado em intervalos, o0 movimento do coracdo e das artérias nao param...”

Andréas Wesele Vesalius, 1545 .

Apesar do conceito de respiracao artificial ter sido reconhecido desde o
século 16 (VESALIUS, 1545), apenas a partir do século vinte, a ventilagdo
mecanica comecgou a ser mais amplamente utilizada como modalidade terapéutica
(SLUTSKY, 1993).

O suporte ventilatério tem como objetivo a manutengado da troca gasosa e
consequente oferta de oxigénio aos tecidos garantindo aporte adequado para a
mitocondria e manutengdo da aerobiose celular. Ademais, também propicia
reducdo do trabalho e consumo de oxigénio pela musculatura respiratoria
(SLUTSKY, 1993).

A ventilagdo mecanica é o principal alicerce de suporte avancado de vida
em terapia intensiva. Nesse contexto, recentemente, um estudo multicéntrico
internacional incluiu mais de treze mil pacientes, sendo evidenciado que 53% dos
pacientes admitidos nas unidades de terapia intensiva encontravam-se
dependentes de ventilagdo mecanica (METNITZ et al., 2009).

Nos ultimos quarenta anos, houve uma intensa busca por novas técnicas
ventilatorias resultando em um grande numero de alternativas para o tratamento
da insuficiéncia respiratéria (ESTEBAN et al., 2000). Apesar do nimero de opcdes
disponiveis aparentemente ter aumentado de forma exponencial, poucos estudos

bem controlados, definindo claramente o papel de cada modo ventilatério bem



como comparando-os entre si, ainda sdo pouco frequentes na literatura. Além
disso, ao longo dos ultimos anos, houve significativa evolugao no entendimento
dos efeitos benéficos e deletérios da ventilacgdo mecanica e de seus modos

ventilatorios.

1.2 Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

Em agosto de 1967, Ashbaugh e cols. descreveram caracteristicas clinicas,
radiolégicas, bioquimicas e patoldgicas da sindrome do desconforto respiratorio
em doze pacientes adultos, onde se observou: dispnéia, taquipnéia, cianose
refrataria a oxigenioterapia, queda da complacéncia pulmonar e infiltrado alveolar
difuso na teleradiografia do torax (ASHBAUGH et al., 1967).

Quarenta e trés anos depois de sua descricdo e com mais de dez mil
estudos publicados sobre esse tema, o entendimento fisiopatolégico assim como a
melhor forma de tratamento através do suporte ventilatério ainda continuam sendo
motivo de debate em todo o mundo.

A Sindrome do Desconforto Respiratéorio Agudo (SDRA) e a Leséo
Pulmonar Aguda (LPA), essa ultima sendo a apresentacdo menos grave da
primeira, foram definidas através de critérios clinicos pelo Consenso Americano e
Europeu publicado em 1994 (BERNARD et al., 1994) conforme quadro 1, e afetam
aproximadamente duzentos mil pacientes por ano nos Estados Unidos da
América, além de serem causa de 10% a 15% das admissbes em unidades de
terapia intensiva (UTI's) nesse pais (FRUTOS-VIVAR et al., 2004; RUBENFELD et
al., 2005).



. . ~ . Presséao
Inicio Oxigenacéao Rx térax Capilar
Pulmonar
Infiltrado
LPA Agudo PaO,/FiO, <300 <18 mmHg
bilateral
Infiltrado
SDRA Agudo PaO,/FiO, <200 <18 mmHg
bilateral

Quadro 1- Critérios Clinicos para Definicdo LPA e SDRA. PaO,/FiO;: relagcéo entre
pressao parcial de oxigénio e fragao inspirada de oxigénio.

Em um estudo de coorte prospectivo realizado na Argentina durante quinze
meses em quatro UTI's em hospitais universitarios, a incidéncia da SDRA foi de
7,7% considerando-se todos os pacientes admitidos nas UTI's (3050 pacientes no
total) e 19,7% considerando-se apenas os pacientes dependentes de ventilagao
mecénica (1193 no total de pacientes sob ventilagdo mecanica) (ESTENSSORO
et al., 2002).

A SDRA/LPA é caracterizada por edema pulmonar nao cardiogénico,
resultando em aumento do espago-morto fisiolégico, shunt progressivo e
hipoxemia grave, além da piora da mecanica pulmonar caracterizada por redugéo
da complacéncia estatica. Na analise histoldgica, observa-se inicialmente uma
fase exsudativa onde ha aumento da permeabilidade alvéolo-capilar assim como
extravasamento de leucdcitos. Paralelamente, ocorre fibroproliferacdo, onde ha
formacdo de membrana hialina e proliferacdo de epitélio alveolar e células
mesenquimais (WARE et al., 2000). Radiologicamente observa-se infiltrado
alveolar bilateral e presenca de consolidacdo e colapso alveolar, que podem ser
evidenciados na tomografia computadorizada do térax. Durante a ventilagdo sob
pressdo positiva, constata-se hiperinsuflagdo alveolar nas regides né&o
dependentes e colapso alveolar nas areas dependentes do pulm&o, o que

caracteriza o gradiente gravitacional dependente dessa sindrome. Destarte, surge



o conceito do pulmao de bebé (ou baby lung), onde a area pulmonar ventilavel
representa somente 20 a 30% do total de unidades alveolares ventiladas
(GATTINONI et al.,, 1987; GATTINONI et al., 1993; GATTINONI et al., 1995;
GATTINONI et al., 2001).

1.3 Mecanismos de lesdo pulmonar relacionados a ventilagcdo mecéanica

Pacientes que apresentam LPA e dependem de suporte ventilatorio nao
tém pulmao normal. Os pulmdes estao estrategicamente posicionados para ser o
receptor/condutor primario dos efeitos das forcas mecanicas. A superficie alveolar
€ coberta por células epiteliais que estdo em contato com o ar inspirado, e
alteragbes na estrutura dos alvéolos tém um impacto direto e imediato na
homeoestasia inflamatoria pulmonar (DOS SANTOS & SLUTSKY, 2006).

Por anos, barotrauma (lesdo pulmonar secundaria a pressdes inspiratorias
elevadas) era sinbnimo de presencga de ar extra-alveolar. O gradiente de pressao
entre o alvéolo e sua bainha broncovascular adjacente pode permitir que o ar
extravase para o intersticio e migre através dessa mesma bainha broncovascular
para o mediastino, retroperitonio, tecido subcutaneo, ou mesmo se rompa para os
espacos pleural, pericardico e peritoneal (SOSIN, 1959; DENNEY & GLASS,
1964). Ja se demonstrou que elevadas pressdes transpulmonares também tém se
relacionado a lesées muito mais extensas, que sao os acometimentos ultra
estruturais, como desacoplamento de células endoteliais, bolhas intracapilares, e
rupturas ou lesées em pneumacitos tipo | e tipo Il, além de areas de denudacao da
membrana basal, que tém sido descritas como evidéncias de volutrauma
secundario a superdistensado alveolar (DREYFUSS & SAUMON, 1998; SEM
AUTOR, 1999).

Conforme demonstrado em estudos morfolégicos, os pulmbes que
apresentam LPA/SDRA nao sao uniformemente insuflados quando sob ventilagao
mecanica por pressao positiva e, por isso, sdo submetidos a um grande estresse
mecanico. No pulm&o normal, a insuflacdo esta simplesmente relacionada a

interdependéncia alveolar, isto &, alvéolos abertos suportam a abertura de outros



alvéolos porque os mesmos compartiiham das mesmas paredes. Entretanto, a
distribuicdo heterogénea pulmonar na LPA/SDRA com areas consolidadas,
hiperinsufladas e atelectasiadas altera as forgas normais de distensdo alveolar
(MEAD et al., 1970; WYSZOGRODSKI et al., 1975; PARKER et al., 1997;
MARTYNOWICZ et al., 1999; BREEN et al., 2000; WEST et al., 2000; BACHOFEN
et al., 2001; MARTYNOWICZ et al., 2001; TAKEUCHI et al., 2002; BARBAS et al.,
2005;), e consequentemente, eleva a pressao transpulmonar induzindo liberagéo
de mediadores inflamatoérios no pulmao e sistemicamente, propagando a leséo
pulmonar e induzindo apoptose celular em 6rgaos a distancia como rins e
intestinos, o0 que caracteriza a descompartimentalizagdao da inflamacao pulmonar
(IMAI et al., 2003) e pode resultar na disfungdo de multiplos 6rgdos e sistemas
(DMQOS). Por isso, a principal causa de morte na maior parte dos pacientes que
apresentam LPA/SDRA nado se relaciona a doenga pulmonar subjacente ou
hipoxemia, mas com o desenvolvimento da DMOS (DOS SANTOS & SLUTSKY,
2006).

Portanto, a mesma terapia de suporte que sustenta a vida garantindo a
troca gasosa pulmonar, pode piorar uma doenga pré-existente, induzindo a
chamada “lesdo pulmonar associada a ventilagcdo mecanica (LPAVM)”, ou ainda
transformar um pulmdo normal em doente, acarretando a chamada “lesdo
pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica (LPIVM)” (DREYFUSS et al., 1988;
SLUTSKY, 1999; RANIERI et al., 1999; DOS SANTOS & SLUTSKY, 2000; SUH et
al., 2002; PUGIN, 2002; PUGIN, 2003; VLAHAKIS & HUBMAYR, 2005;). A LPAVM
ou LPIVM resulta de uma complexa interacédo entre varias forcas mecanicas que
atuam sobre as estruturas pulmonares durante a ventilagdo mecanica. O aumento
da sobrecarga mecanica sob as células parenquimatosas e do tecido conjuntivo
pode iniciar um processo adaptativo até um alto nivel de estresse com deposicao
de fibras colagenas e proliferagdo de células vasculares (BREEN et al., 2000). Os
fatores mecanicos responsaveis pela LPAVM/LPIVM estdo relacionados ao
recrutamento e ou desrecrutamento de alvéolos previamente colapsados assim

como na hiperinsuflagdo pulmonar, especialmente no contexto da LPA/SDRA



(MARTYNOWICZ et al., 2001; SUH et al., 2002). Tanto a LPAVM quanto a LPIVM
induz a liberacdo de mediadores inflamatérios e acarreta lesdes histologicas
pulmonares que sao indistinguiveis da SDRA/LPA (DREYFUSS et al., 1988;
SLUTSKY, 1999; RANIERI et al, 1999; SUH et al.,, 2002) e dependem de

mecanismos que sao descritos na figura 1.

Ventilagcdo Mecadnica

* Pressdo transpulmonar
ou
estresse
(forgca/unidade de drea)

células bronquicas e alveolares,
fibroblastos e macréfagos

Forgas ndo fisioldgicas Tensdo:
Mecanotransdugdo e deformagdo == alteracdo do comprimento
através de um eixo

Estiramento:
componente de estresse
paralelo a uma superficie

Regides de hiperinsuflagdo
ou atelectrauma repetido

Figura 1. Representagcdo esquematica dos mecanismos de lesdao pulmonar relacionados a
ventilagdo mecanica. Durante a ventilagdo mecanica, células brénquicas, alveolares e outras
células parenquimatosas, assim como fibroblastos e macréfagos podem estar sujeitos a forgcas nao
fisiologicas e de deformacdo. Essas forgas incluem alteragbes na pressado transpulmonar ou
estresse (forgca por unidade de area), tensdo (alteragdo do comprimento através de um eixo) ou
estiramento (componente de estresse paralelo a uma superficie). A tenséo e estiramento celulares
ocorrem primariamente em regides pulmonares onde ocorrem hiperdistensdo e atelectrauma
(abertura e fechamento repetidos) (PUGIN, 2002; PUGIN, 2003; VLAHAKIS & HUBMAYR, 2005). A
mecanotransdugdo é a conversao do estimulo mecanico como a deformagao celular, gerando
alteracdes bioquimicas e biomoleculares, podendo estar relacionada aos seguintes mecanismos:
1) presencga de canais sensiveis a tenséo; 2) alteragdes na integridade da membrana plasmatica;
3) alteragbes conformacionais diretas em moléculas associadas a membrana (DOS SANTOS &
SLUTSKY, 2000; VLAHAKIS & HUBMAYR, 2005).



1.4 Ventilag&o protetora

O conhecimento da morfologia pulmonar é fundamental para implementar a
estratégia ventilatéria protetora, ja que tal conceito relaciona-se diretamente com a
prevencao de LPAVM/LPIVM, e para tal, deve-se evitar tanto o colapso como a
hiperinsuflacdo alveolar. Porém, o pulmao deve ser aberto e permanecer dessa
forma (LACHMANN, 1992; BERNARD et al., 1994; ARTIGAS et al., 1998; AMATO
et al., 1998; SEM AUTOR, 2000; VILLAR et al., 2006; TERRAGNI et al., 2007)
obedecendo as seguintes recomendagdes: ndo ultrapassar os limites da pressao
de platdé (Pplat) entre 28 e 30 cmH20 [ou pressao transpulmonar (PL) menor ou
igual a 25 cmH0], utilizando-se volume corrente (Vr) entre 4 e 6 ml/kg, pressao
positiva ao final da expiracdo (PEEP) de forma que se consiga manter o pulméo
aberto com FiO; inferior a 60%, manter a driving pressure (diferenca entre Pplat e
PEEP) inferior ou igual a 15 cmHyO, utilizar padrdo de fluxo inspiratorio
desacelerado, e manutengdo de niveis seguros de pressao vascular
transpulmonar.

Muitos avancos foram alcancados nos ultimos anos em relacdo ao
entendimento fisiopatoldgico e ao tratamento de suporte através da ventilagdo
mecanica para a insuficiéncia respiratoria. Esse progresso resulta de estudos
fisiolégicos que foram desenhados para responder questdes clinicas relevantes,
como a repercussao de determinados modos ventilatorios ou mesmo farmacos e
suas interferéncias no progndstico da LPA/SDRA. Tais estudos, usualmente tém
sido realizados primeiramente em animais, dentro de laboratérios especializados,
inseridos no contexto experimental, ou em pequenas séries de pacientes
selecionados, sob controle estrito no ambiente de terapia intensiva. Estudos
clinicos multicéntricos randomizados com significativo numero de pacientes
também foram organizados para avaliar o impacto de estratégias ventilatérias que
resultaram em mudancas de conduta na pratica clinica diaria (TOBIN et al., 1986;
BROCHARD et al., 1990; BERNARD et al., 1994; ARTIGAS et al., 1998; AMATO
et al., 1998; SEM AUTOR, 2000; VILLAR et al., 2006; TERRAGNI et al., 2007;) e,



a partir desses estudos, pode-se basear as condutas atuais em relagéo ao suporte
ventilatorio na LPA/ SDRA.

1.5 Airway Pressure Release Ventilation (APRV — Ventilagdo por liberacédo de

pressao navia aérea) e Bivent

Desde a década de 90, foram desenvolvidos ventiladores mecanicos que
apresentam novos modos ventilatorios. Nesse contexto, o modo Bivent, disponivel
inicialmente nos aparelhos Servo 300 (Siemens, Solna, Suécia), e mais
recentemente nos aparelhos Servo-i (Maquet, Solna, Suécia), foi criado a partir do
modo APRYV, onde se implementam dois niveis de pressdo: pressao alta (ou P.
alta) e pressao baixa (ou P. baixa), que funcionam como dois niveis de CPAP
(continuos positive airway pressure - pressao positiva continua em via aérea)
permitindo a ventilagcdo espontdnea em ambos os niveis de pressdo em fungao da
presenca de duas valvulas expiratorias, sendo uma delas de demanda (STOCK et
al., 1987; FRAWLEY et al., 2001; ROSE et al., 2008).

Quando foi inicialmente descrito, 0 modo APRYV era utilizado mantendo-se
relagdo entre periodos de P. alta e P. baixa maior ou igual a 1:1, além da
utilizacdo de niveis de P. baixa entre 0 a 5 cmH;O (STOCK et al.,, 1987;
FRAWLEY et al., 2001; ROSE et al.,, 2008), conforme pode ser observado na
Figura 2.

Esse modo ventilatério pode ser caracterizado da seguinte forma: o disparo
(trigger) pode acontecer a pressao ou fluxo, sendo limitado a presséo e ciclado a
tempo, desde que ndo haja respiracdo espontanea — semelhanga com o modo
PCV (ventilagdo por pressado controlada, limitado a pressao e ciclado a tempo).
Caso ocorra respiracao espontanea, gracas a presenca de uma valvula expiratéria
de demanda, podera haver oscilacdo do nivel de pressdo conforme a forca
muscular do paciente e o disparo, resultando em redugcdo da pressao média das
vias aéreas e, consequentemente da pressao transpulmonar dependendo do grau

de oscilagdo da pressao pleural, que relaciona-se diretamente com o nivel de
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esforgo realizado pela musculatura respiratéria (FRAWLEY et al., 2001; HABASHI,
2005) (Figura 2).

Figura 2: Representacdo esquematica do modo APRYV original. O tragado superior representa a
curva pressao x tempo e o inferior fluxo x tempo. Pode-se observar que a relagdo entre tempo de
P. alta (presséo alta) e P. baixa (pressdo baixa) encontra-se em torno de 4:1, e em laranja,
observam-se periodos de ventilagdo espontanea durante o periodo de P. alta.

O modo APRYV apresenta as seguintes vantagens: 1) utilizacdo de pressao
média em vias aéreas mais baixas quando comparada aos modos convencionais
(VCV — ventilagdo por volume controlado; PCV — ventilagdo por presséo
controlada; SIMV — ventilagdo mandatéria intermitente sincronizada) resultado da
utilizacao de pressodes inspiratérias menores por tempo mais prolongado (STOCK
et al., 1987; FRAWLEY et al., 2001; HABASHI, 2005), 2) maior volume minuto
dependendo do grau de interagdo de ventilagdo espontanea do paciente
(FRAWLEY et al., 2001; HABASHI, 2005), 3) menor ventilagdo de espag¢o-morto
(48,50,51), 4) menos efeitos colaterais na funcao cardiovascular (KIRBY et al.,
1975; RASANEN et al., 1998; FRAWLEY et al., 2001; HABASHI, 2005), 5) permite
a respiracdo espontanea de forma irrestrita em qualquer fase do ciclo mecanico
garantindo melhor distribuicdo da ventilacdo em areas pulmonares dependentes
(conforme gradiente gravitacional) e, por conseguinte, ajuste da relagéo
ventilagdo-perfusao (V'/Q"), possivelmente pela contragéo diafragmatica opondo-
se a compresséo alveolar (Figura 3). (FROESE et al., 1974; HEDENSTIERNA et
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al., 1994; PUTENSEN et al., 1999; PUTENSEN & WRIGGE, 2004; PUTENSEN &
WRIGGE, 2006), e 6) reducdo da necessidade de sedacdo e de bloqueadores
neuromusculares (FROESE et al., 1974; KIRBY et al., 1975; STOCK et al., 1987;
HEDENSTIERNA et al., 1994; RASANEN et al., 1998; PUTENSEN et al., 1999;
FRAWLEY et al., 2001; ROSE et al.,, 2008; PUTENSEN & WRIGGE, 2004;
HABASHI, 2005; PUTENSEN & WRIGGE, 2006 ).

Ventilacao
mecanica

/ controlada

L/min

Ventilacao
espontanea

dorsal L/min

Figura 3: Representacdo esquematica da repercussédo da ventilagdo mecénica controlada e da
ventilagdo espontanea sobre a relagao ventilagao-perfusdo pulmonar (modificado de PUTENSEN &
WRIGGE, 2006). A perfusao esta representada em vermelho e a ventilagdo em azul. Durante a
respiracao espontanea, as fibras posteriores do diafragma se movem mais do que as anteriores.
Consequentemente, na posicédo supina, a ventilagdo espontnea é preferencialmente direcionada
para areas bem perfundidas, ou seja, nas regides gravidade dependente. Contrariamente, o
volume corrente gerado pela ventilagdo mecéanica é direcionado para areas nao-dependentes.
Portanto, constata-se que a ventilagdo espontanea retifica o disturbio V/Q" em fungdo da
contragao diafragmatica, resultando em abertura de areas previamente colapsadas nas regides
postero-inferiores (FROESE et al., 1974; HEDENSTIERNA et al., 1994; PUTENSEN et al., 1999;
PUTENSEN & WRIGGE, 2004; PUTENSEN & WRIGGE, 2006).

A ventilagdo por suporte pressorico (PSV) é um modo ventilatorio

espontaneo ciclado a fluxo, em que o paciente deve ativar o disparo para ciclagem
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a partir do esforgo inspiratério, enquanto que o trabalho para superar as forgas
resistivas e elasticas do sistema respiratorio durante a inspiragdo € minimizado
pelo nivel de presséo de suporte (BROCHARD et al., 1991).

O modo Bivent agrega ao APRV o valor do PSV, que mantém suas
caracteristicas: disparo (trigger) a fluxo ou pressao, ciclagem a fluxo e limite a
pressdo, o que resulta quando associado ao Bivent, em elevagcao da pressao
média em vias aéreas (Pmédia, va) e consequentemente, da PL, e através desse
fato, facilita a abertura de vias aéreas previamente colapsadas pelo gradiente de
pressao instalado associado a sincronizacado durante as transi¢cdes entre P. alta e
P. baixa, além de que pode acarretar em melhor sincronizagdo entre paciente-

ventilador (Figura 4).

PSV - Pressao de suporte
Transi¢des sincronizadass
/ P alta

—
\4 P baixa

Figura 4: Representacao esquematica do modo Bivent+PSV. Observam-se as
transigbes sincronizadas durante inicio da ciclagem e seu término em PSV. As
curvas em vermelho e amarelo representam o ciclo em PSV.

O modo Bivent pode atingir as metas das atuais diretrizes acerca do
suporte ventilatério de pacientes com LPA/SDRA (GATTINONI et al., 1987;
LACHMANN, 1992; BERNARD et al., 1994; ARTIGAS et al., 1998; KOLLEF et al.,
1998; AMATO et al., 1998; SEM AUTOR, 2000; ESTEBAN et al., 2000; KRESS et
al., 2000; SASSOON et al., 2004; SHANELY et al., 2004; VILLAR et al., 2006;
TERRAGNI et al., 2007; POWERS et al., 2008; FUTIER et al., 2008; LEVINE et

al., 2008) da seguinte forma: 1) prevenindo a extensao da lesdo pulmonar (desde
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que se obedega aos principios da estratégia ventilatoria protetora descritos
anteriormente); 2) minimizando toxicidade por oxigénio (FiO, inferior a 60%); 3)
ajustando a Pmédia,va tal que a PL n&o ultrapasse 25 cmH,0; 4) gerando
abertura alveolar através do recrutamento alveolar paulatino a partir do ajuste dos
niveis de P.alta e P.baixa, bem como do prolongamento do tempo da presséo alta;
5) através do auxilio da ventilagcdo espontdnea com a contracdo diafragmatica
aumentando a aeragao das areas postero-inferiores dos pulmdes e minimizando a
pressdo das vias aéreas; e 6) reduzindo a utilizagdo de sedagdo e agentes
bloqueadores neuromusculares (FROESE et al., 1974; STOCK et al.,, 1987;
HEDENSTIERNA et al., 1994; PUTENSEN et al., 1999; FRAWLEY et al., 2001;
PUTENSEN & WRIGGE, 2004; HABASHI, 2005; PUTENSEN & WRIGGE, 2006).

E reconhecida a importancia da preservacdo da musculatura respiratéria
durante o tratamento da doenca critica, e ja se demonstrou que a ventilagao
mecéanica de forma assistida, ou seja, permitindo a ativagdo da musculatura
respiratoria e fundamentalmente a diafragmatica, atenua a perda de forca
muscular assim como a atrofia muscular (ESTEBAN et al., 2000; SHANELY et al.,
2004; SASSOON et al., 2004; FUTIER et al., 2008; LEVINE et al., 2008). Para
isso, recomenda-se a menor utilizacdo de agentes sedativos e bloqueadores
neuromusculares em pacientes em estado grave, ja que essa pratica ndo apenas
permite maior atividade muscular como também se relaciona com menor tempo de
permanéncia em ventilagdo mecanica e suas complicacbes, com consequente
reducao de custos (KOLLEF et al., 1998; KRESS et al., 2000).

Apesar de todo o beneficio da ventilagcdo espontanea, sua maior limitagao
quando associada a ventilagdo com presséao positiva € o assincronismo, ou seja, a
interagcao paciente-ventilador mecanico inadequada, o que pode resultar em auto-
PEEP, alteragdes cardiovasculares associadas a queda do débito cardiaco, piora
da troca gasosa (hipoxemia e hipercapnia), aumento do trabalho respiratorio e
fadiga muscular (VIALE et al., 1988; THILLE et al., 2008), além de liberacdo de
mediadores inflamatérios provenientes da musculatura esquelética respiratéria

podendo inclusive gerar atrofia muscular a distancia (VASSILAKOPOULOQOS et al.,
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2005). Durante a ventilagdo com o modo Bivent, o assincronismo e suas
repercussdes negativas podem ser resolvidas ou atenuadas associando-se o PSV
a esse modo ventilatorio (STAUDINGER et al., 1998).



JUSTIFICATIVA
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2 Justificativa

O reconhecimento de que as vias aéreas e o parénquima pulmonar podem
ser afetados por estresse fisico tem redirecionado os estudos referentes a LPA/
SDRA para a analise da mecénica pulmonar e dos fatores determinantes da leséo
tecidual, remodelamento e reparo pulmonar (HUBMAYR et al., 2002). Os modos
ventilatorios podem influenciar o grau de lesdo pulmonar e suas repercussdes
sistémicas conforme suas caracteristicas e o ajuste de seus parametros (AMATO
et al., 1998; RANIERI et al., 1999; SEM AUTOR, 2000; FUJITA et al., 2006;
VILLAR et al., 2006; TERRAGNI et al., 2007; POWERS et al., 2008;).

O modo Bivent, conforme descrito anteriormente, pode ser ajustado tal que
possa prolongar o tempo inspiratério e reduzir o tempo expiratério resultando em
recrutamento alveolar e redugcédo da lesdo pulmonar (BROCCARD et al., 1999;
MARINI & RAVENSCRAFT, 1992a, 1992b; D'ANGELO et al., 2004). Por outro
lado, o aumento do tempo inspiratério pode promover maior grau de lesao
pulmonar devido ao aumento do estiramento ou strain (MARINI &
RAVENSCRAFT, 1992a, 1992b; BROCCARD et al., 1999). Além disso, como esse
modo ventilatério permite respiracao espontanea durante qualquer momento do
ciclo ventilatorio e sabendo-se que a ventilagdo espontdnea excessiva esta
associada ao aumento do esforgo respiratério, a combinagdo de PSV ao Bivent
pode ser benéfica auxiliando o sincronismo e reduzindo o trabalho respiratorio.

Até o momento, ndo ha estudo experimental em LPA avaliando o impacto
dos modos de ventilagdo assistida na LPAVM. Logo, esse estudo tenciona testar
as seguintes hipoteses: 1) em comparagdo ao modo pressao controlada, a
ventilagdo assistida por si s6 acarreta menos atelectasia resultando em melhora
da fungdo pulmonar, menor stress e strain e consequente LPAVM, e 2) entre os

modos ventilatdrios assistidos, o modo Bivent+PSV é o mais benéfico.
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3 Objetivos
3.1 Gerais

Comparar morfo-funcionalmente e molecularmente as repercussées entre o
modo ventilatério controlado (PCV) e os assistidos (A-PCV1:1, A-PCV1:2,

Bivent+PSV) em modelo experimental de LPA.

3.2 Especificos

- Quantificar parametros ventilatérios e gasométricos;

- Estudar a histologia pulmonar (microscopias 6ptica e eletronica);

- Quantificar a expressao de RNAm para pro-colageno tipo Ill no tecido pulmonar;
- Quantificar a expressdo de RNAm para citocinas pré- e anti-inflamatarias, pro e

anti-fibrogénicas no tecido pulmonar.
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4 Materiais e Métodos
4.1 Animais Utilizados

Foram estudados trinta e seis ratos Wistar machos (250-300 Q)
provenientes do biotério do Laboratério de Investigagcdo Pulmonar do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os
animais receberam cuidados conforme as normas internacionalmente adotadas e
divulgadas pelos seguintes 6rgaos: International Guiding Principles for Biomedical
Involving Animals (CIOMS), International Council for Laboratory Animal Science
(ICLAS), American Association of Laboratory Animal Science (AALAS), Canadian
Association of Laboratory Animal Science (CALAS), Centre d'Information sur les
Animaux de Laboratoire (CIAL) e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Esse estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica, com uso de animais

do Centro de Ciéncias da Saude, UFRJ (CEUA-CCS, IBCCF 019).

4.2 Caracterizacdo dos grupos estudados

Os animais foram divididos nos grupos experimentais conforme mostrado na

Figura 5.
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Ratos Wistar
250-300 g

C LPA
Salina (0.1 mli.p.) Paraquat (15 mg/kg i.p.)

Figura 5- Representagao esquematica dos grupos estudados.

-Grupo C-NV = Controle com pulmdo normal n&o ventilado (n=6). Animal
ventilando espontaneamente em ar ambiente por 1 hora.

-Grupo LPA-NV = Modelo experimental de LPA induzido por paraquat (15 mg/kg
i.p.), sendo que, 24 horas apdés a indugédo da lesao, os animais foram mantidos
sob ventilagdo spontanea em ar ambiente por 1 hora (n=6).

Grupo LPA-PCV = Modelo experimental de LPA induzido por paraquat (15 mg/kg
i.p.), sendo que, 24 horas apo6s a indugao da lesao, foi ventilado no respirador
Servo i (Maquet, Solna, Suécia) com estratégia ventilatéria protetora (ARDS
network) (43) em modo PCV e os seguintes parametros: fluxo desacelerado,
frequéncia respiratoria (FR) = 100 irpm, relagdo tempo inspiratério: tempo
expiratorio (I:E) = 1:2, com fragdo inspirada de oxigénio (FiO,) = 0,21, PEEP =5
cmH,0 e pressao inspiratdria necessaria para manter o Vr em 6 ml/Kg por 1 hora
(n=6).

-Grupo LPA-APCV1:2 = Modelo experimental de LPA induzido por paraquat (15
mg/kg i.p.) ventilado no modo pressao assisto-controlada (A-PCV1:2) no

respirador Servo i (Maquet, Solna, Suécia) com os seguintes parametros: fluxo
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desacelerado; Pplat =10 cmH,0 (resultando em V1 < 6 ml/Kg); PEEP = 5 cmH.0;
I:E:1:2; FR = 100 ipm; FiO2 = 0,21 por uma hora (Figura 6), (n=6).

/P [A-PCV PCV_| I
(emH:0)

o| —mE—

—

\ o]

Figura 6- Representagdo esquematica dos modos A-PCV1:2 e PCV. A-PCV: modo de pressao
assisto-controlada; PCV: modo pressao controlada; P: pressdao em via aérea; FR: frequéncia
respiratéria; |:E: relagdo tempos inspiratorio:expiratério; T: tempo.

-Grupo LPA-APCV1:1 = Modelo experimental de LPA induzido por paraquat (15
mg/kg i.p.) ventilado em modo pressdo assisto-controlada (A-PCV1:1) no
respirador Servo i (Maquet, Solna, Suécia) com os seguintes parametros: fluxo
desacelerado; Pplat =10 cmH,0O (resultando em V1 < 6 ml/Kg); PEEP = 5 cmH,0;
I:E=1:1; FR =100 ipm; FiO; = 0,21 por uma hora (Figura 7), (n=6).

/P [A-PCV PCV__ | I
(emH:0)
10 — 02—

I
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Figura 7- Representacao esquematica dos modos A-PCV1:1 e PCV. A-PCV: modo de pressao
assisto-controlada; PCV: modo pressao controlada; P: pressdo em via aérea; FR: freqiéncia
respiratéria; |:E: relagao tempos inspiratorio:expiratério; T: tempo.
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-Grupo LPA-Bivent+PSV = Modelo experimental de LPA induzido por paraquat
(15 mg/kg i.p.) ventilado no modo Bivent + PSV no respirador Servo i (Maquet,
Solna, Suécia) com os seguintes paréametros: fluxo desacelerado; tempo de
presséao alta ou tempo “high”: 0,3 s, tempo de pressao baixa ou tempo “low”: 0,3 s;
relacdo entre P.alta e P.baixa 1:1 (essa relacédo sera convencionalmente chamada
a partir de agora relagao de I:E:1:1); FR = 100 ipm; P.baixa = 5 cmH,0O; P.alta = 10
cmH0; PSV = 2 cmH,0 acima P.alta e 7 cmH,O acima P.baixa ; final do ciclo

inspiratorio: 30%; FiO, = 0,21 por uma hora (Figura 8), (n=6).

/ | PSV \
Y V / transicdes sincronizadas |
10 I P, — ,_\ [_l \ A

B O N A

PSV

Figura 8. Representagdo esquematica do modo Bivent+PSV. P: pressdo em via
aérea; T: tempo; PSV: ventilacado por pressao de suporte.

4.3 Protocolo do estudo

4.3.1 Descricdo esquematica do protocolo do estudo através do tempo

(Figura 9).
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Protocolo

Histologia Pulmonar,

fibrogénese

Figura 9. Descricdo esquematica do protocolo do estudo através do tempo.

4.3.2 Descricao do protocolo

Os ratos foram sedados com diazepam administrado de forma intraperitoneal
(ip) na dose de 1 mg e anestesiados com tiopental soédico (20 mg/kg, ip.). Depois
de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa cirurgica,
em decubito dorsal, sendo seus membros fixados com esparadrapo. Os membros
superiores foram mantidos estendidos a 90 graus em relagdo ao corpo e 0s
membros inferiores abduzidos em diagonal. Apds o posicionamento cirurgico, foi
realizada uma pequena incisdo longitudinal medial de aproximadamente 2 cm de
extensdo na face ventral da regido cervical dos animais seguida de divulsdo dos
planos dos tecidos até a exposicdo completa do terco inicial da traquéia. A seguir,
pela traqueostomia, uma céanula de polietileno (PE 240, Intramedic®, Clay-Adams
Inc. Nova York, EUA) com 1,5 mm diametro interno (DI) e 7,5 cm de comprimento
foi introduzida na traquéia, sendo esta fixada na porgao proximal por meio de fios

de algodao.
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A canula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacoégrafo para
pequenos animais, como descrito por (MORTOLA & NOWORAJ, 1983), para
medida de fluxo aéreo (V’). O pneumotacografo utilizado consiste de uma canula
metalica com duas saidas laterais com as seguintes caracteristicas: diametro
interno = 1,5 mm, comprimento = 4,2 cm e distancia entre as saidas laterais = 2,1
cm. O gradiente de pressdo através do pneumotacografo foi determinado
utilizando-se um transdutor diferencial de pressdo Scireq (SC-24, Montreal, PQ,
Canada). Essa forma de medir fluxo aéreo, além de bem simples, é adequada,
visto que, em animais de pequeno porte, os fluxos baixos e as dimensdes
traqueais reduzidas sao responsaveis pela existéncia de fluxo laminar e, portanto,
o fluxo aéreo pode ser medido de acordo com a lei de Poiseuille, onde a diferenga
de presséo entre as saidas laterais do pneumotacografo é proporcional ao V'.
Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor
diferencial de pressao Scireq (SC-24, Montreal, PQ, Canadd) para medida da
pressdo traqueal (Ptr). A inexisténcia de mudangas abruptas no didmetro do
circuito (da traquéia até a extremidade da tubulag&o) evita erros de medida de
resisténcia ao fluxo (LORING et al., 1979). O V1 mobilizado foi obtido por
integracao digital do sinal de fluxo.

A aspiracao foi cuidadosamente realizada apenas em presenca de excesso
de secrecao e sempre antes da medida da mecanica respiratéria. A resisténcia
total do equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, foi aferida previamente
através da aplicacao de diferentes fluxos de ar ao sistema (até fluxos de 26 mL/s;
bem acima da faixa de fluxo utilizada no presente experimento), com concomitante
registro das variagdes de pressédo (AP). Uma vez que Req = AP/V’, a resisténcia
do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva APxV’. A Req foi
subtraida da resisténcia do pulmao de tal forma que os resultados representam as
propriedades mecanicas intrinsecas. A Req encontrada nos experimentos,
constante na faixa de fluxos usados, foi de 0,12 cmH,O.mL™".s. A inexisténcia de

mudancas abruptas no didmetro do circuito (da traquéia até a extremidade do
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pneumotacografo) evita erros de medida de resisténcia ao fluxo (MORTOLA &
NOWORAJ, 1983; LORING et al., 1979).

A montagem experimental esta demonstrada esquematicamente na Figura
10.

13

|
t

KN

11
= LALA
1 M —

Figura 10. Representacdo esquematica da montagem experimental, onde:
1 — Cilindro de ar comprimido e oxigénio;

2 — Rotamero de agulha;

3 — Ventilador controlado a volume com fluxo inspiratério constante com duas valvulas solendides
(que nao foi utilizado no estudo);

4 — Pneumotacografo;

5 — Peca T para medida de pressao nas vias aéreas;

6 — Canula traqueal;

7 — Mesa Cirurgica;

8 — Transdutor de presséo esofagiana;

9 — Transdutor de presséao traqueal,

10 — Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo;

11 — Placa analogico-digital de 12 bits;

12 — Microcomputador; 13 — Ventilador Mecéanico Servo i.
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No esb6fago dos animais, foi introduzido um cateter de polietileno (PE 200)
de 20 cm de comprimento e 1,7 mm de didmetro interno, com pequenos orificios

em sua extremidade distal, preenchido com agua deionizada (Figura 11).

Mediastino
e Coracéo

P . . #
-
p P

ofago

. Cateter de
.+ Polietileno

Es6fago

Figura 11 — Posicionamento anatdmico do cateter esofagiano.

O cateter foi introduzido até o estdbmago e retrocedido lentamente até atingir
o tergo inferior do esdfago (Figura 10), ja que as variagbes da pressédo no tergo
inferior do esbfago refletem as variagdes da pressao intrapleural (Ppl) e, portanto,
da pressdao da parede toracica (Pw) (MILLIC-EMILI et al., 1964a e 1964b). A
extremidade proximal do cateter foi conectada a um transdutor diferencial de
pressdo Scireq (SC-24, Montreal, PQ, Canadd) para medida da presséo
esofagiana (Pes). A medida da pressdo esofagiana foi realizada para correto
reconhecimento de ciclos respiratérios espontaneos, além de poder decompor o
sistema respiratoério em pulmao e parede toracica. O correto posicionamento do
cateter esofagiano foi determinado pelo “teste de oclusao” (BAYDUR et al., 1982).
O “teste de oclusdo” consiste na oclusdo das vias aéreas ao término de uma

expiragcao espontanea, as quais sao mantidas fechadas por um ciclo respiratorio,
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registrando-se e comparando-se as variagdes das pressoes traqueal e esofagiana
durante o esforgo inspiratério subsequente. Nessas condicdes, a diferenca entre
as variagoes da pressao traqueal (APtr) e da pressao esofagiana (APes) ndo deve
exceder 5% (Figura 12). O cateter esofagiano foi lavado periodicamente com agua
deionizada, para evitar que a presenca de secre¢des na luz do cateter pudesse

obstrui-lo.

0‘5‘¥/\ oclusio
V (mL) 0- —

PL 5
(mH0) 0- —r -

(c:\ijO}_g: — - —//\\‘/\’_j\—'j\

Ptr _s- \
(cmH,0) 0-

Figura 12. Posicionamento funcional do cateter esofagiano. Tragados de volume (V), presséo
transpulmonar (PL), pressao esofagiana (Pes) e pressao traqueal (Ptr) durante o “teste de

oclusao”. A variagao de Pes nao deve ser superior a 5% da Ptr.

A calibracdo dos transdutores de pressao foi realizada com o auxilio de um
tubo em "U" contendo agua destilada. A afericdo foi realizada antes de cada
experimento para assegurar a confiabilidade do registro. O espaco morto da
montagem € de 0,2 mL. Para computa-lo, pesa-se o conjunto de equipamentos
utilizados entre a via aérea do animal e o ventilador (canula traqueal, tubo em “T7,
pneumotacdgrafo e conexdes de borracha) vazio e cheio de agua. A diferenga de
peso permitiu saber o volume de agua e, portanto, o volume do espago morto do
sistema. Para fechar as saidas do conjunto e enché-lo de agua foi usada massa

de modelar, que foi também pesada, junto com os demais equipamentos.
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Um cateter de polietileno (PE-10) foi introduzido na artéria femoral para
monitorizagéo da pressao arterial média (SCIREQ, Montreal, Canada) e coleta de
sangue. A FiO; foi inicialmente ajustada em 1.0, e ap6s cinco minutos, coletava-se
o sangue (300 ul), extraido utilizando-se uma seringa heparinizada para analise da
pressdo parcial de oxigénio (PaO,), pressdo parcial de diéxido de carbono
(PaCO;) e pH (i-STAT, Abbott Laboratories, lllinois, EUA). A FiO, foi entao
reduzida para 0,21 como objetivo de evitar atelectasia por absorgao.

Apds uma hora de ventilagdo, a FiO, foi reajustada em 1.0 e apds cinco
minutos, nova gasometria arterial foi coletada. Apds essa ultima coleta, a FiO; foi
entdo novamente reduzida para 0,21, e apds cinco minutos, os parametros
ventilatérios e de mecanica do sistema respiratorio foram mensurados.

Apds o término da determinacdo da mecanica respiratéria, realizou-se
laparotomia e injecéo de heparina na dose de mil unidades internacionais (Ul) por
via intravenosa. A traquéia era ocluida ao final da expiragdo com PEEP=5 cmH,0
em todos os grupos, a fim de homogeneizar a pressurizagdo nas vias aéreas. A
aorta abdominal e a veia cava inferior foram secionadas acarretando hemorragia
macica e morte dos animais. Os pulmdes eram removidos em bloco e preparados
para histologia (6ptica e eletrbnica), e para medir a expressdo de mRNA de fator
de necrose tumoral (TNF)-o, interleucina (IL)-6, interferon (IFN)-y, fator
transformador de crescimento (TGF)-B, e procolageno tipo Ill (PCIIl) no tecido

pulmonar.

4.4 Aquisicao dos dados

Fluxo aéreo, V1, pressao de vias aéreas e Pes foram medidas e seus sinais
filtrados (100 Hz), amplificados, acondicionados (SC-24, SCIREQ, Montreal,
Canda), convertidos analogo-digitalmente (DT2801A, Data Translation, Marlboro,
MA, EUA) e armazenado em um microcomputador. Todos os dados foram
coletados utilizando-se o programa LABDAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada) e

analisados com o programa ANADAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada).
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4.5 Variaveis ventilatérias

A duracao das fases inspiratoria, expiratoria e do ciclo respiratério total foi
mensurada através do sinal de fluxo. Utilizando-se essas variaveis, a frequéncia
respiratoria (FR) e o volume minuto (V'g) foram computados. Além dessas, a
pressao média de vias aéreas e a pressao inspiratéria nos primeiros 100 mili-

segundos (Pg 1) foram medidas durante todo o periodo de aquisi¢ao.

4.6 Histologia

4.6.1 Microscopia 6ptica: fixacdo e preparo das laminas

As vias aéreas foram ocluidas ao final da expiracdo com linha de algodéo.
O pulmao direito foi congelado através de imersdao em nitrogénio liquido, por
aproximadamente 3 minutos, e mantidos em solugdo Carnoy (etanol 60%,
cloroférmio 30% e acido acético 10%, por volume) a —70° C por 24 h. Apos este
periodo, o material foi desidratado progressivamente através de imersdo em
solugcdes com concentragao crescente de etanol como discriminado abaixo:

o MC-1: Etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a — 20° C
durante 1 hora;

o MC-2: Etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a — 20° C durante
uma hora;

o MC-3: Etanol 90%, cloroformio 7,5% e &acido acético 2,5%, a — 20° C
durante uma hora;

. Etanol 100%, sendo mantidos a — 20° C por uma hora.

Posteriormente, os pulmdes foram mantidos a — 4° C por vinte e quatro
horas. Apds a fixagdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histolégicos com 3 um de espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com

hematoxilina e eosina (HE).
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4.6.2 Microscopia 6ptica: analise histolégica e morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares foram analisadas por
microscopia oOptica (Olympus BX51 Corp; Toquio, Japdo) segundo seus aspectos
qualitativos e quantitativos. Para a analise descritiva, toda a superficie da lamina
foi observada com todas as estruturas pulmonares representadas em aumento de
100 e 400x. A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (point-couting) utilizando uma ocular acoplada ao microscopio
contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50 linhas dispostas em
paralelo (Figura 13).

Em um aumento de 200x foram avaliados dez campos aleatérios e nao
coincidentes por lamina. Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos

normais, colapsados e hiperinsuflados (WEIBEL, 1990).

Figura 13 - Representacdo esquematica do reticulo com 100 pontos e 50 linhas
utilizado para quantificagao dos parametros morfométricos.
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4.6.3 Microscopia eletronica de transmisséo

Para a analise da microscopia eletronica, foram retirados dois fragmentos
do parénquima pulmonar do pulméo esquerdo (0,2 x 0,2 x 0,2 cm). Os fragmentos
foram colocados em glutaraldeido com tampao fosfato preparado a 2%, por duas
horas, sendo posteriormente colocados em sacarose. Os espécimes
permaneceram em solugao de sacarose até o processamento, constituida de 4,5 g
de cloreto de sddio (NaCl) e 8,9 g de sacarose diluidos em 500 mL de agua
destilada. A seguir, os fragmentos foram imersos em solugao de tetroxido de
osmio (0,405 a 1% de agua, contendo 106 ou 133 mg de sacarose por mL) por
duas horas. Apdés a lavagem em agua bidestilada, as preparagbes foram
colocadas na geladeira em solugdo aquosa 0,5% de acetato de uranila contendo
106 a 133 mg de sacarose, por um tempo médio que varia de duas a vinte e
quatro horas. O processo foi continuado, efetuando-se a desidratacdo em
concentragdes crescentes de alcool etilico, progredindo gradativamente até alcool
absoluto, sendo entdo passado em 6éxido de propileno por quinze minutos (duas
vezes). Iniciando a fase de embebicéo, as amostras foram colocadas em misturas
de partes iguais de O6xido de propileno e resina. Os frascos contendo os
fragmentos foram colocados para girar (uma rotagdo a cada quatro minutos, por
uma hora). Posteriormente, as pecgas foram colocadas por dezesseis horas em
resina, com a seguinte composi¢cdo: 10 mL de araldite (Cy-205), 8 mL de
endurecedor DDSA (anidrido de acido doxecenil succinico), 0,5 mL de acelerador
(N-benzil dimetilamina) e 0,1 mL de plastificante (dibutilftaltato). Ao término de
dezesseis horas, as amostras foram colocadas em moldes de silicone com nova
resina, para polimerizagdo em estufa a 60° C, por cinco dias. Concluida a
polimerizagdo, os espécimes foram aparados e cortes semi-finos foram obtidos
com o ultramicrotomo Porter Blum MT2. Tais cortes, com 0,5 um de espessura
foram montados em laminas de vidro e corados com uma mistura de azul de
metileno a 1% e azur Il, em partes iguais e a quente. Nestes cortes, foram
selecionadas areas representativas das lesdes. De cada espécime, dois blocos

contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um foram submetidos a analise
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para selecdo dos cortes ultrafinos. Para o estudo ultraestrutural, os cortes
ultrafinos com espessura em torno de 90 milimicrémetros foram contrastados pelo
acetato de uranila a 2% durante trinta minutos e, finalmente, por citrato de chumbo
por dez minutos. A observacéo dos cortes e as eletromicrografias foram realizadas
em microscépio eletronico (JEOL 1010, Microscépio Eletrébnico de Transmisséo,
Toquio, Japao). Para cada imagem (15/animal) as seguintes estruturas foram
analisadas: a) membrana alvéolo capilar, b) células epiteliais tipo Il, e c) células
endoteliais. Os achados histolégicos foram graduados com base em um escore
semiquantitativo de gravidade: O=parénquima pulmonar normal, 1=alteracbes de
1-25%, 2= alteragbes de 26-50%, 3= alteragdes de 51-75%, e 4= alteracdes de
76-100% do tecido examinado (PARKER et al., 1997).

4.7 Quantificacdo da expressdao de RNAm para procolageno tipo Il

Apds a coleta dos dados, foi retirada uma tira de tecido pulmonar da
periferia do pulméo esquerdo, congelada em nitrogénio liquido, armazenada em
“criotubo” no freezer a —70°C até realizar a expresséo de procolageno tipo Il (PCIII)

pelo método da transcrigao reversa e reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR).

4.7.1 Extracédo de RNA Total de Tecido Pulmonar:

As amostras de tecido pulmonar foram homogeneizadas em TRIzol®
Reagent (Gibco BRL - Life Technologies, Rockville, MD, EUA), permitindo a
separacao do RNA total. O TRIzol®Reagent € uma solugdo monofasica de fenol e
de guanidina isotilcianato, correspondendo a uma variagdo do método
desenvolvido por Chomczynski & Sacchi em 1987. Apds a extracao, realizada de
acordo com as instrugdes do fabricante, o RNA total precipitado sera diluido em
20uL de &agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A concentragdo das
amostras de RNA total sera determinada por espectrofotometria no comprimento
de onda de 260 nandmetros e a pureza das amostras sera determinada pela razao
entre o comprimento de onda 260 e 280 nandmetros. Somente as amostras com

razao maior que 1,7 serdo utilizadas. A integridade das amostras foi verificada
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através de eletroforese em gel de agarose a 1% contendo 0,5 ug/mL de brometo
de etideo. O gel sera submerso em tampao TAE 1X e a eletroforese realizada a

100 Volts por aproximadamente 20 minutos.

4.7.2. RT-PCR em tempo real (Real-time reverse transcription—polymerase
chain reaction)

Para transcrigao reversa, 1000 ng de RNA total foi utilizado com 0,5 ug/uL
de oligo-dt (Invitrogen, Carlsbad, CA) e um kit transcriptase reversa (MMLT-V
Reverse Transcriptase Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA). A reagdo da transcricéo
reversa (RT) teve 1000ng de RNA total, 4uL de 5x RT buffer, 2uL de 0,1 M DDT,
1uL de 10mM de deoxinucleotideos, 1ul de 50U/uL de MMLT-V e agua DEPC
para um volume final de 20 ul. Este procedimento ocorreu a 37°C por 50 min. A
quantidade de cDNA correspondente a 62,5ng de RNA foi selecionada e
amplificada com os pares de oligonucleotideos especificos para cada gene

listados abaixo:

GAPDH sense, 5-GAA GGT GAA GGT CGG AGT- 3, e anti-sense, 5-GAA GAT
GGT GAT GGG ATT TC-3’; BC091141.1;

PCIll sense 5- ACC TGG ACC ACA AGG ACA C -3, e anti-sense, 5- TGG ACC
CATTTC ACC TTT C -3”; GenBank: BC087039.1

O PCR em tempo real foi realizado com o SYBR green PCR Master Mix
(Biosystem Applied). A mistura do PCR foi pré-aquecida a 50°C por 2 minutos e
entdo a 95°C por 10 minutos para ativar a AmpliTag Gold DNA polimerase,
seguido de 40 ciclos de amplificagao (950C por 15seg; 600C por 1 min). Ao final a
reacao foi aquecida a 60°C por 10 minutos. Todas as reagdes foram seguidas pela
curva de dissociagao onde o produto foi submetido a 95°C por 1 min e 60°C por 1
min. O produto do PCR foi checado em gel de agarose a 3,5% (Cambrex Bio

Science Rockland).
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A quantificagao relativa foi normalizada para o nivel de expressao génica do
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH). O ABI PRISM® 7500 Sistema de
Detecgao de Sequéncia foi utilizado para detecgao em tempo real do PCR, assim

como, para analise de dados.

4.8 Ensaio de Protecdo contra RNAse

O ensaio de protecao contra RNAse (RPA) foi utilizado para analise da
expressao génica das citocinas liberadas apos os diferentes modos ventilatorios.
O RNA total do tecido pulmonar foi extraido a partir do fragmento de cada pulmao
dos grupos de animais. Este RNA foi hibridizado com uma sonda antisense
contendo LT a, LT B,TNF- q, IL-6, INFy, INFB, TGFB1, TGFB2, TGFB3, MIF, e o
gene GAPDH e L32 (RNA ribossomal) previamente sintetizada em presenca de
material radioativo. Esta técnica, bastante sensivel, permite a deteccdo de
pequenas variacdes da expressdo de RNAm através da sintese de sondas de
RNA especificas para os genes em estudo. Os resultados foram normalizados em

funcao do controle interno, GAPDH.

4.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Sigma Stat 3.1
(Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA). A normalidade dos dados (teste de
Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors’) e a homogeneidade das
variancias foram testadas (teste de Levene). Sendo ambas as condigdes
satisfatorias, os efeitos das diferentes estratégias ventilatérias nos grupos C e LPA
foram analisados utilizando-se One-way ANOVA seguido do teste de Tukey. Caso
contrario, o One-way ANOVA on ranks seguido pelo teste post hoc de Dunn foi
selecionado. O valor de significancia estabelecido foi sempre de 5%. Os dados
paramétricos foram expressos em média + DP (desvio padrdo da média),
enquanto que os dados sem distribuicdo normal foram expressos como mediana

(intervalo interquartil).
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5 Resultados:

A pressao arterial média manteve-se estavel entre 70 e 90 mmHg durante
todo o periodo de experimento.

O volume minuto (V'g) e o V7 foram mais elevados, enquanto a presséo
meédia da via aérea foi menor durante a ventilacdo assistida em comparacdo com
a ventilagao controlada (PCV) (Tabela 1). Entre os modos de ventilagdo assistida,
o grupo LPA-APCV1:2 resultou em volume minuto mais elevado. As pressodes
inspiratorias foram similares em todos os modos assistidos (Pinsp= 10 cmH,0)
assim como a pressao média de vias aéreas (Tabela 1). A Py 4 foi menor no grupo

LPA-Bivent+PSV em comparagao aos outros grupos estudados.
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LPA- LPA- LPA-
Grupos LPA-PCV
APCV1:2 APCV1:1 Bivent+PSV
Ve
1500 262+9# 230+9#+ 237+8#+
(ml/min)
Vr
1,5+£0,1 2,3+0,7# 2,1+1,1# 2,2+ 0,5#
(ml)
CV de Vr-

stida. 9 41+25 | 31,8+39# | 535+4,2#t | 269+ 85#t
assistida, %

FR
100+ 0 114 £ 12 110+ 8 108 + 18
(ipm)
PEEP
50+0,2 51+0,5 50+£0,4 52+0,2
(cmH20)
Pmédia, va
6,4+0,7 7,6+0,5# 8,0+0,1# 7,9+0,3#
(cmH20)
Po.1
- 3,6+0,8 3,7£1,3 26 +0,7t%
(cmH,0)

Tabela 1. Parametros ventilatérios.V'g: volume minuto, V1: volume corrente, CV: coeficiente de
variagdo, FR: frequencia respiratéria, PEEP: pressao positiva ao final da expiragdo, Pmédia,va:
pressao média em via aérea, Py q: pressdo nos primeiros 100 ms da fase inspiratdria. Valores
correspondem a média (xDP) de seis ratos por grupo. #Significativamente diferente do grupo LPA-
PCV (p<0.05). fSignificativamente diferente do grupo LPA-APCV1:2 (p<0.05). 1Significativamente
diferente do grupo LPA-APCV1:1 (p<0.05).
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Os grupos LPA apresentaram menor oxigenacao que o grupo C (Tabela 2).
Apods uma hora de ventilacdo, o grupo LPA-APCV:1:1 e LPA-Bivent apresentaram
PaO, similares, mas mais elevada que o grupo LPA-APCV1:2. Todos os grupos
ventilados de forma assistida mostraram melhor oxigenagdo, menor PaCO, e

maior pH quando comparados aos grupos LPA-NV e LPA-PCV (tabela 2).

Grupos C LPA
Estratégia
NV NV PCV APCV1:2 APCV1:1 BiVent+PSV
Ventilatoria
PaO, Basal 565+11 302+18* 296+21* 307+36* 295+52* 288+24*
(mmHg) | Final 547+29 282+12* 262+8* 319+15*§# | 342+14* §#t | 358+9*§#t
PaCO, | Basal 38+1 4114 4014 395 39+2 39+4
(mmHg) | Final 37+4 49+3* 46+3* 37+4§# 35+3§# 34+5§#
Basal
oH 7,36+0,02 | 7,33+0,03 | 7,33+0,04 7,36+0,02 7,34+0,02 7,3410,02
Final 7,36+0,04 | 7,25+0,04* | 7,27+0,04* | 7,37+0,028§# | 7,39+0,048§# | 7,42+0,028#

Tabela 2. Pressao parcial arterial de oxigénio (PaO,, mmHg), pressao parcial arterial de didxido de
carbono (PaCO,, mmHg) e pH imediatamente antes (Basal) e uma hora apds ventilagdo mecénica
(Final) no grupo controle (C) e Les&do pulmonar aguda (LPA). NV: ratos respirando
espontaneamente, PCV: modo pressdo controlada, A-PCV1:2 e A-PCV1:1: ventilacdo pressao
assisto-controlada com relagéo I:E=1:2 e I:E=1:1, respectivamente, BiVent+PSV: pressio positiva
bifasica em via aérea associada a ventilagdo por suporte pressorico. Valores em média (+DP) de
seis ratos por grupo. *Significativamente diferente de C-NV (p<0.05). §Significativamente diferente
de LPA-NV (p<0.05). #Significativamente diferente de LPA-PCV (p<0.05). {Significativamente
diferente de LPA-APCV1:2 (p<0.05).

Os grupos com LPA demonstraram maior fragdo de area de colapso
alveolar do que o grupo C. Os animais sob ventilacdo assistida demonstraram

reducdo do colapso alveolar quando comparado aqueles ventilados com PCV.
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Entretanto, no grupo LPA-APCV1:1 evidenciou-se maior fragdo da area de

hiperinsuflacao (Tabela 3 e Figura 14).

Grupos C LPA
Estratégia
NV NV PCV APCV1:2 APCV1:1 BiVent+PSV
Ventilatéria
Normal
92,4+3,0 | 41,348,1* | 36,7+11,0* | 70,44+5,5*§# | 46,7+11,0*t 77,1+£3,1*§#%
(%)
Colapso
7,61£2,9 | 58,748,0* | 64,3+10,8" | 22,319,4*§# | 23,719,2*§# 20,2+3,0*§#
(%)
Hiperinsuflado
0 0 0 7,315,6 30,6+£14,4*§#t 2,7+2,2%

(%)

Tabela 3. Morfometria pulmonar. A fragdo de area de alvéolos normais, colapsados, e
hiperinsuflados nos grupos Controle (C) e Lesdo Pulmonar Aguda (LPA). Todos os valores foram
computados em dez campos randomizados e n&o coincidentes por rato. NV: ventilagdo
espontanea, PCV: modo pressao controlada, A-PCV1:2 e A-PCV1:1: ventilagdo presséo assisto-
controlada com relacdo I:E=1:2 e I:E=1:1, respectivamente, BiVent+PSV: pressdo positiva bifasica
em via aérea associada a ventilagdo por suporte pressoérico. Valores em média (+ DP) de seis
animais por grupo. *Significativamente diferente de C-NV (p<0.05). §Significativamente diferente de
LPA-NV (p<0.05). #Significativamente diferente de LPA-PCV (p<0.05). fSignificativamente
diferente de LPA-APCV1:2 (p<0.05). £Significativamente diferente de LPA-APCV1:1 (p<0.05).
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Figura 14. Fotomicrografia representativa do parénquima pulmonar dos grupos controle (C) e
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA). NV: ventilagdo espontanea, PCV: modo pressédo controlada, A-
PCV1:2 e A-PCV1:1: ventilagdo pressdo assisto-controlada com relacao |:E=1:2 e I|:E=1:1,
respectivamente, BiVent+PSV: pressao positiva bifasica em via aérea associada a ventilagdo por
suporte pressorico. Note que no grupo C o parénquima encontra-se com aspecto normal, no grupo
LPA-NV ha significativa area de colapso alveolar, no grupo LPA-PCV ha edema e coplapso
alveolar, no grupo LPA-APCV1:2 observa-se hiperinsuflagdo, no grupo LPA-APCV1:1 ha colapso e
hiperinsuflagédo, no grupo LPA-Bivent+PSV observa-se edema e area de parénquima normalmente
aerado. Achados compativeis com a analise morfométrica descrita na tabela 3.
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Na analise por microscopia eletrbnica de transmisséo, todos os animais do
grupo LPA apresentaram edema intersticial e lesdo de organelas citoplasmaticas
do pneumdcito tipo Il (PIl), com corpos lamelares aberrantes e lesdo endotelial
(Tabela 4 e Figura 15). Entretanto, no grupo Bivent+PSV, a lesdo alvéolo-capilar
foi menos pronunciada e sem evidéncia de desacoplamento do epitélio alveolar ou

denudagao da membrana basal epitelial (Figura 15).

Grupos C LPA
Estrategia
NV NV PCV APCV1:2 APCV1:1 BiVent+PSV
Ventilatéria
Membrana
0 3* 4* 3* 3* 2*#t
Alveolo-
(0-0) (2-3,25) (3-4) (3-4) (3-3,25) (1,75-2,25)
Capilar
Célula
0 2" 3* 2" 3* 3*
Epitelial Tipo
(0-0) (2-2,25) (2-3) (2-2,25) (2,75-4) (2-3)
Il
Célula 0 3* 3* 3* 3* 3*
Endotelial (0-0) (2-3,25) (2-3,25) (2,75-3,25) (3-3,25) (2,75-3,25)

Tabela 4. Andlise semiquantitativa da microscopia eletrbnica. A avaliagdo do tecido pulmonar foi
realizada independentemente por dois investigadores diferentes. Os achados patolégicos foram
graduados de acordo com o sistema de pontuagcdo de cinco pontos semiquantitativa:
O=parénquima pulmonar normal, 1=alteracbes em 1 a 25%, 2= 26 a 50%, 3= 51 a 75%, e 4= 76 a
100% do tecido pulmonar examinado. Microscopia eletrénica do parénquima pulmonar do grupos
Controle (C) e Lesao Pulmonar Aguda (LPA). Valores em mediana (percentil-25 e percentil-75) de
quatro a cinco ratos por grupo.*Significativamente diferente de C-NV (p<0.05). #Significativamente
diferente de LPA-PCV (p<0.05). tSignificativamente diferente de LPA-APCV1:2 (p<0.05).
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Figura 15. Fotomlcrograﬂa eletrbnica do parénquima pulmonar nos grupos controle (C) e Leséo
Pulmonar Aguda (LPA). NV: ventilagdo espontanea, PCV: modo pressao controlada, A-PCV1:2 e
A-PCV1:1: ventilagdo pressao assisto-controlada com relacéo I:E=1:2 e I:E=1:1, respectivamente,
BiVent+PSV: pressao positiva bifasica em via aérea associada a ventilagdo por suporte pressorico.
Note que ha degeneracéo citoplasmatica da célula epitelial tipo 1l (PIl) com corpos lamelares
aberrantes assim como lesdo da membrana alvéolo-capilar nos grupos LPA (setas). A elipse indica
que o desacoplamento da membrana alvéolo-capilar esta reduzida em LPA-PCV1:1. No grupo
Bivent+PSV, a lesdo da membrana alvéolo-capilar € menos evidente. El: edema intersticial.
Fotomicrografias representativas de cinco animais.
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LT-a, LT-B, INF-B, TGF-B2, TGF-$3, e MIF RNAmM n&o foram expressos em
nenhum grupo estudado. Todas as citocinas apresentaram maior expressao no
grupo LPA do que C. A expressao de TNF-a, IL-6, INF-y (Figura 16), e PCIII
(Figura 17) foi menor nos grupos sob ventilagdo assistida. A expresséo de IL-6,
INF-y, TGF-B1 e PCIII foi menor no grupo LPA-Bivent+PSV. Comparando-se todos
0s grupos sob ventilagao assistida, a expressao de PCIIl foi maior no grupo LPA-
APCV1:1 (Figura 17).
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Figura 16. Expressdo de citocinas no tecido pulmonar nos grupos Controle (C) em ventilagdo
espontanea e Lesdo Pulmonar Aguda (LPA). Os dados foram normalizados pelo GAPDH. NV:
ventilagdo espontanea, PCV: modo pressao controlada, A-PCV1:2 e A-PCV1:1: ventilagdo pressao
assisto-controlada com relagdo I:E=1:2 e I:E=1:1, respectivamente, Bivent+PSV: pressdo positiva
bifasica em via aérea associada a ventilagdo por suporte pressorico. Valores correspondem a
média (x DP) de quatro animais por grupo. § Significativamente diferente de LPA-NV (p<0.05). #
Significativamente diferente de LPA-PCV (p<0.05). tSignificativamente diferente de LPA-APCV1:2
(p<0.05). fSignificativamente diferente de LPA-APCV1:1 (p<0.05). Todos os resultados do grupo
LPA foram significativamente diferentes do grupo C-NV (p<0.05).
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Figura 17. Expresséo de procolageno tipo Il (PCIll) por Real time polymerase chain reaction (RT-
PCR) nos grupos Controle (C) e Lesdo Pulmonar Aguda (LPA). NV: ventilagdo espontanea, PCV:
modo pressao controlada, A-PCV1:2 e A-PCV1:1: ventilagdo pressao assisto-controlada com
relacdo I:E=1:2 e l:E=1:1, respectivamente, BiVent+PSV: pressado positiva bifasica em via aérea
associada a ventilagdo por suporte pressorico. Valores em média (+ DP) de quatro animais por
grupo. § Significativamente diferente de LPA-NV (p<0.05). # Significativamente diferente de LPA-
PCV (p<0.05). tSignificativamente diferente de LPA-APCV1:2 (p<0.05). 1Significativamente
diferente de LPA-APCV1:1 (p<0.05). Todos os resultados do grupo LPA foram significativamente
diferentes do grupo C-NV (p<0.05).
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6 Discusséao

No presente estudo, em modelo experimental de LPA, constatou-se que os
modos ventilatérios assistidos empregados, resultaram em melhora da troca
gasosa, reducgao da fragdo de area de colapso alveolar assim como a expressao
de mediadores inflamatdrios e fibrogénicos no tecido pulmonar comparativamente
ao modo PCV. Além disso, o0 modo Bivent+PSV resultou em menor esforco
inspiratério, lesdo da membrana alvéolo-capilar e expressao de mediadores
inflamatorios e fibrogénicos no tecido pulmonar comparando-se ao modo A-PCV
independentemente da relagéo |:E (1:2 ou 1:1).

A lesdo pulmonar aguda foi induzida por paraquat, um herbicida que
acumula predominantemente no pulmao e induz lesédo epitelial através de sua
acao nos pneumdacitos tipo Il. Esse modelo leva a uma lesdo pulmonar bastante
reprodutivel caracterizada por colapso alveolar, edema intersticial, e membrana
hialina, mas sem edema alveolar (STEIMBACH et al., 2009), e apresenta uma
fracdo de area de colapso alveolar semelhante aquela observada na LPA/SDRA
em humanos. No presente estudo, o grupo de animais ventilado de forma
controlada, teve seu Vt ajustado em 6 ml/Kg conforme as atuais recomendacdes
para protecdo pulmonar durante a ventilagdo mecanica (SEM AUTOR, 2000). O
nivel da PEEP foi ajustado em 5 cmH,O baseando-se em observacdes prévias em
modelo de LPA em ratos que mostraram que niveis mais elevados levaram a
deterioragdo da troca gasosa e da mecanica respiratoria (FARIAS et al., 2005;
STEIMBACH et al., 2009; PASSARO et al., 2009). A mesma driving pressure, ou
seja, a diferenga entre a pressao de platé e PEEP, foi utilizada tanto no grupo
ventilado de forma controlada quanto nos grupos sob ventilagdo assistida,
sugerindo que as diferengas morfofuncionais e moleculares estivessem
provavelmente relacionadas ao tipo de ventilagdo, e permitiu uma direta
comparacgao entre as diferentes técnicas ventilatorias.

A gasometria arterial foi realizada com FiO, = 1,0 para evitar possiveis
efeitos confundidores de alteragao da relacao ventilacdo-perfusédo na interpretacao

dos dados de troca gasosa (KULKARNI et al., 2007). Entretanto, esse estudo foi
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conduzido com FiO, = 0,21 com o objetivo de se evitar possiveis efeitos
iatrogénicos induzidos pela alta concentragdo de oxigénio no parénquima
pulmonar (DOS SANTOS et al., 2006; KULKARNI et al., 2007;). A pressao média
das vias aéreas foi menor durante a ventilagdo em PCV comparada as outras
formas de ventilagado assistida, as quais ndo apresentaram diferenga significativa
entre A-PCV1:2, A-PCV1:1 e Bivent+PSV. A relagao |:E utilizada durante o modo
PCV foi de 1:2, que foi comparavel aquela usada em A-PCV1:2, apesar da relagao
I:E poder aumentar durante A-PCV, pois a incursao inspiratéria pode comecar
antes do tempo expiratério ajustado (HENZLER et al., 2006). A histologia
pulmonar foi avaliada em comparaveis niveis de pressao de vias aéreas, assim, as
alteragdes morfométricas refletem apenas os efeitos dos diferentes modos
ventilatérios. Até o momento, ndo ha estudo clinico ou experimental prospectivo
randomizado e controlado que tenha comparado os efeitos de diferentes modos
ventilatérios assistidos com ventilagdo mecanica controlada apresentando mesma
driving pressure em relagcdo a mecanica pulmonar e histologia, assim como a
respostas inflamatérias e fibrogénicas. Além disso, nenhum estudo avaliou o
impacto de diferentes relagdes I:E durante A-PCV e Bivent+PSV na leséo
pulmonar. De fato, estudos prévios compararam ventilagdo mecanica assistida e
controlada focando alteragdes na musculatura respiratoria e prevencéo de atrofia
muscular (SASSOON et al., 2004; LEVINE et al., 2008; SHANELEY et al., 2004;
FUTIER et al., 2008).

Ventilagdo mecanica assistida esteve associada a melhor aeragdo, menos
atelectasia e maior V1 quando comparada a ventilagdo com o modo PCV, o que
resultou em aumento do volume minuto, melhora da oxigenacdo e redugdo da
PaCO,. O principal determinante do recrutamento alveolar é a pressao
transpulmonar alcancada ao término da fase inspiratéria e expiratéria (PELOSI et
al., 2001). Durante a ventilagdo mecanica controlada, a presséo inspiratoria reflete
a pressao transpulmonar, entretanto, durante a ventilagcdo assistida, as pressoes
de vias aéreas podem nao refletir a pressao transpulmonar real, pois a mesma

pode ser afetada pela reducdo da pressao pleural gerada pela ativacdo da
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musculatura respiratéria durante a fase inspiratéria. Uma vez observado que a
ventilagao assistida resultou em V1 maior, e as pressdes tanto inspiratorias quanto
expiratérias foram comparaveis aquelas em modo PCV, pode-se concluir que a
pressdo negativa pleural gerada pelos esforgos inspiratorios dos animais pode
recrutar de forma mais eficaz as unidades pulmonares atelectasiadas, conforme ja
evidenciado em estudos experimentais prévios (WRIGGE et al., 2003; WRIGGE et
al., 2005). Em um estudo clinico, Putensen e colaboradores descreveram que a
oxigenacdo e a fracdo de shunt ndo diferiu entre o modo PSV e o modo de
ventilacdo controlada (PUTENSEN et al., 2001). Durante o modo PSV, pode
ocorrer derecrutamento progressivo devido ao aumento da relagao |.E e redugao
da pressdo média das vias aéreas (DEBINSKI et al., 2002), o que limita os efeitos
positivos no recrutamento alveolar determinado pelo esforgo inspiratério. Os
resultados do presente estudo sugerem que o modo Bivent+PSV, por se tratar de
um modo ventilatério ciclado a tempo com gatilho inspiratério e expiratorio, pode
ser eficiente em evitar o derecrutamento alveolar observado durante toda a
utilizacdo de modos ventilatérios ciclados a fluxo como o CPAP+PSV,
minimizando assim diferencgas entre os diversos modos ventilatorios assistidos.

No presente estudo, a Py foi medida como um indicador do grau de
esforgo inspiratério (ALBERTI et al., 1995) e foi menor em Bivent+PSV quando
comparada a A-PCV apesar dos niveis de anestesia serem similares, sugerindo
menor esforco inspiratério, melhor adaptacado ao ventilador e redugcao na pressao
transpulmonar inspiratoria. Nesse contexto, Sasson e cols. mostraram que a
ativacado parcial da musculatura respiratoria pode reduzir a disfuncdo muscular
associada a ventilagdo mecanica (SASSOON et al., 2004). Henzler e
colaboradores observaram que o modo A-PCV1:1 resultou em menor esforco
respiratério quando comparado ao modo BIPAP (variagdo do modo APRV em
ventiladores da marca Drager onde a diferenga € a impossibilidade de se utilizar
PSV associado durante P.alta) com respiragdo espontanea em modelo de LPA por
deplecédo de surfactante em porcos (HENZLER et al., 2006). Por outro lado, no

presente estudo, como o modo Bivent foi associado ao PSV, as respiragdes
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espontaneas foram parcialmente suportadas, e dessa maneira, houve redugao do
esforgo inspiratorio. Portanto, modos de ventilagdo assistida ajustados com
parametros semelhantes, podem afetar o drive respiratorio diferentemente.

A hiperinsuflagdo pulmonar foi mais significativa durante os modos de
ventilacdo assistida, principalmente no grupo A-PCV1:1, o que sugere que a
relacao |:E tem significativa importancia em um parénquima ndo homogéneo com
constante de tempo diferente. O aumento da hiperinsuflacido durante a ventilagao
assistida pode ser explicada pela maior pressao transpulmonar alcangada durante
a inspiracdo na presenca de esforco respiratorio ativo. Entretanto, o presente
estudo também sugeriu que modalidades de ventilacdo assistida que favorecem
menor relagdo I:E podem gerar menos hiperinsuflacdo. Interessantemente,
Bivent+PSV esteve associado a hiperinsuflacdo menos significativa quando
comparado a A-PCV1:1, o que pode ser devido a redugao da atividade do drive
respiratorio, e melhor interagdo animal-ventilador, com consequente redugédo na
pressao transpulmonar inspiratoria.

A presenca de varios mediadores inflamatorios e fibrogénicos no tecido
pulmonar foram analisadas, mas foram mensuraveis apenas as expressoes de
RNAm para IL-6, TNF-o,, TGF-B1 e IFN-y (FANELLI et al., 2009). Além disso, a
expressdao de RNAm PCIIl no tecido pulmonar foi avaliada, ja que é o primeiro
colageno a ser remodelado na evolugéo da fibrogénese pulmonar (LEITE-JUNIOR
et al., 2008) e tem sido usado como marcador precoce de remodelamento do
parénquima pulmonar (GARCIA et al., 2008).

Apesar do V7 ter sido maior durante a ventilagao assistida, as expressoes
de RNAm IL-6, TNF-a, TGF-B1 e IFN-y foram menores do que no grupo PCV. O
grupo A-PCV1:1 apresentou hiperinsuflagdo pulmonar resultando em elevagao da
expressado de PCIII quando comparado aos grupos A-PCV1:2 e Bivent+PSV. As
expressdes de IL-6 e TNF-a foram menores no grupo A-PCV1:1 quando
comparado ao grupo A-PCV1:2. Esses resultados sao corroborados com estudos

prévios que mostraram associagao entre hiperinsuflagdo pulmonar e elevada
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expressado de PClIl (STEIMBACH et al., 2009; PASSARO et al., 2009; GARCIA et
al., 2008).

Diferentes fatores podem ter promovido reducéo da lesao pulmonar durante
a ventilagdo assistida, tais como: a) recrutamento de regides pulmonares
dependentes atelectasiadas reduzindo abertura e fechamento ciclicos das
unidades alveolares, diminuindo o estresse de cisalhamento (shear stress) (DOS
SANTOS & SLUTSKY, 2006; WRIGGE et al., 2005); b) distribuigdo mais
homogénea das pressdes transpulmonares regionais (D'ANGELO, 1984); c)
variabilidade do padrao respiratério (SPIETH et al., 2009); d) redistribuicdo da
perfusdo pulmonar para areas nao-atelectasiadas e sem lesao (99); e €) melhora
da drenagem linfatica (MORIONDO et al., 2005). Entre os modos assistidos, as
expressodes de IL-6, IFN-y, TGF-B1 e PCIIl foram menores no grupo Bivent+PSV
associado a reduzida Py 1, 0 que sugere que a ventilagdo assistida com maior
esforco inspiratorio pode aumentar o risco de LPAVM. Portanto, a Py 1 poderia ser
utilizada para ajuste adequado da ventilagdo assistida alcangando recrutamento

ideal com minimo estresse e strain sob o parénquima pulmonar.
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7 LimitagOes

O presente estudo apresenta varias limitagées: 1) foi utilizado um modelo de leséo
pulmonar especifico induzido por paraquat, assim, ndo se pode estender os dados
a outros modelos de LPA mais graves; 2) o periodo de estudo foi curto (uma hora),
por isso, os resultados ndo podem ser diretamente relacionados a periodos
maiores de ventilacdo. Esses dados experimentais devem ser confirmados em
animais de maior porte, com maior duragao de ventilagdo mecanica, e em estudos
clinicos, a fim de melhor entender as consequéncias potencialmente relevantes
em pacientes em estado grave; 3) os resultados ndo podem ser generalizados
para outros tipos de modos ventilatérios assistidos e elevados niveis de suporte
inspiratorio; 4) foi observado maior variabilidade no volume corrente no grupo A-
PCV1:1 o que sugere pior interagdo animal-ventilador. Apesar do drive respiratorio
e parametros funcionais nao terem sido diferentes quando comparado ao grupo A-
PCV1:2 , a LPAVM foi menos pronunciada no grupo A-PCV1:1 que no grupo
APCV1:2; 5) o esforgco respiratério foi estimado mensurando-se o drive
respiratorio, pois a pressao transpulmonar direta nao foi avaliada. Nesse contexto,
varios estudos mostraram que a medida do Py 4 apresenta-se bem correlacionada
com o esforgo inspiratério (ALBERTI et al., 1995; PELOSI et al., 2001); e 6) ndo
foram mensurados mediadores inflamatérios no sangue ou analisou-se lesdo em

orgaos a distancia.
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8 Conclusdes

A quantificacdo dos parametros ventilatérios foi caracterizada por maiores
Ve e V1 assim como menor Pmédia, va durante a ventilagdo assistida em
comparagao com a ventilagdo controlada (modo PCV). As pressdes inspiratorias e
a Pmédia, va foram similares nos modos assistidos. A Py 1 foi menor no grupo
LPA-Bivent+PSV em comparagao aos outros grupos.

Quanto aos parametros gasométricos, os grupos LPA apresentaram menor
oxigenagao que o grupo C. Apos uma hora de ventilagdo, o grupo LPA-APCV:1:1
e LPA-Bivent apresentaram PaO, similares, mas mais elevada que o grupo LPA-
APCV1:2. Todos os grupos ventilados de forma assistida mostraram melhor
oxigenagao, menor PaCO; e maior pH quando comparados aos grupos LPA-NV e
LPA-PCV.

A microscopia Optica através da andlise morfométrica do grupo LPA
demonstrou maior fragdo de area de colapso alveolar que o grupo C. Os animais
sob ventilagdo assistida demonstraram reducdo do colapso alveolar quando
comparado aqueles ventilados com o modo PCV. Entretanto, no grupo LPA-
APCV1:1 evidenciou-se maior fracdo da area de hiperinsuflacao.

Na analise por microscopia eletrénica de transmissao, todos os animais do
grupo LPA apresentaram edema intersticial e lesdo de organelas citoplasmaticas
do pneumocito tipo Il (PIl), com corpos lamelares aberrantes e lesdo endotelial.
Entretanto, no grupo Bivent+PSV, a leséo alvéolo-capilar foi menos pronunciada e
sem evidéncia de desacoplamento do epitélio alveolar ou denudacdo da
membrana basal epitelial.

A quantificagédo da expressao de RNAm para citocinas como LT-a, LT-B,
INF-B, TGF-p2, TGF-B3, e MIF ndo foram expressos em nenhum grupo estudado.
Todas as citocinas apresentaram maior expressao no grupo LPA do que C. A
expressdao de TNF-a, IL-6, INF-y e PCIIl foi menor nos grupos sob ventilagao

assistida. A expressao de IL-6, INF-y, TGF-B1 e PCIIlI foi menor no grupo LPA-
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Bivent+PSV. Comparando-se todos os grupos sob ventilagdo assistida, a
expressao de PCIII foi maior no grupo LPA-APCV1:1.

Portanto, no presente modelo de lesdo pulmonar aguda, os modos
ventilatérios assistidos empregados apresentaram efeitos benéficos na fungéo
respiratdria e na reducao da lesdo pulmonar em comparacédo ao modo PCV. Entre
os diferentes modos ventilatérios assistidos, o modo Bivent+PSV apresentou

melhor oxigenagao, menor esforgo inspiratorio, e menor lesdo pulmonar.
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Assisted ventilation modes reduce
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Abstract Purpose: The goal of
the study was to compare the effects
of different assisted ventilation modes
with pressure controlled ventilation
(PCV) on lung histology, arterial
blood gases, inflammatory and fibro-
genic mediators in experimental acute
lung injury (ALI). Methods: Para-
quat-induced ALI rats were studied.
At 24 h, animals were anaesthetised
and further randomized as follows

(n = 6/group): (1) pressure controlled
ventilation mode (PCV) with tidal
volume (V1) = 6 ml/kg and inspira-
tory to expiratory ratio (I:E) = 1:2;
(2) three assisted ventilation modes:
(a) assist-pressure controlled ventila-
tion (APCV1:2) with LE = 1:2, (b)
APCV1:1 with I.lE = 1:1; and (c)
biphasic positive airway pressure and
pressure support ventilation (Bi-
Vent + PSV), and (3) spontaneous
breathing without PEEP in air. PCV,
APCV1:1, and APCV1:2 were set
with Pj,s, = 10 cmH,O and

PEEP = 5 cmH,O. BiVent 4+ PSV
was set with two levels of CPAP
[inspiratory pressure

(Pigh = 10 cmH,0) and positive
end-expiratory pressure

(PLow = 5 cmH,0)] and inspiratory/
expiratory times: Tyign = 0.3 s and
Ti.ow = 0.3 s. PSV was set as fol-
lows: 2 cmH,0 above Py, and 7
cmH>O above Pp .. All rats were
mechanically ventilated in air and
PEEP = 5 cmH,O for 1 h. Results:
Assisted ventilation modes led to
better functional improvement and
less lung injury compared to PCV.
APCV1:1 and BiVent + PSV pre-
sented similar oxygenation levels,
which were higher than in APCV1:2.
Bivent 4+ PSV led to less alveolar
epithelium injury and lower expres-
sion of tumour necrosis factor-o,
interleukin-6, and type III procolla-
gen. Conclusions: In this
experimental ALI model, assisted
ventilation modes presented greater
beneficial effects on respiratory
function and a reduction in lung
injury compared to PCV. Among
assisted ventilation modes,

Bi-Vent + PSV demonstrated better
functional results with less lung
damage and expression of inflamma-
tory mediators.

Keywords Acute lung injury -
Ventilator-associated lung injury -
Cytokines - Type III procollagen
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Introduction

Assisted mechanical ventilation is frequently used in
acute lung injury (ALI) and during the weaning process
[1] as it requires less sedation and no paralysis thus pre-
venting muscle atrophy [2, 3] and haemodynamic
impairment [4-6], and reducing the time required for
invasive ventilatory support as well as the length of stay
in the intensive care unit [7]. The activation of the
respiratory muscles induces more negative pleural pres-
sures during inspiration diminishing atelectasis,
improving oxygenation, and reducing mechanical stress.
Conversely, spontaneous breathing during assisted
mechanical ventilation may exacerbate lung injury, since
it can increase patient-ventilator asynchrony and rapid
shallow breathing, inducing further atelectasis and tidal
recruitment—derecruitment [8]. Additionally, negative
pleural pressures may increase intrathoracic blood vol-
ume, worsening pulmonary oedema and lung damage [9].

Pressure limited assisted ventilation modes, such as
pressure assist control (A-PCV), pressure support (PSV),
or airway pressure release (BiVent/APRV) ventilation
have been frequently used [10]. In A-PCV and BiVent/
APRV the inspiratory—expiratory trigger is time-cycled
while in PSV it is flow cycled. The time-cycled inspira-
tory—expiratory triggering has been associated with
increased patient ventilatory asynchrony due to neuro-
mechanical uncoupling [11]. Extended inspiratory and
shortened expiratory time may further improve alveolar
recruitment and reduce lung injury [12, 13]. On the other
hand, an increased inspiratory time could promote higher
lung injury due to increased stress and strain with time
[14-16]. During BiVent/APRYV, unrestricted spontaneous
breathing is possible at any moment of the mechanically
supported ventilatory cycle. Since excessive spontaneous
breathing is associated with increased respiratory effort,
the combination of pressure limited time cycled breaths in
BiVent/APRV with PSV has been introduced in new
ventilators [17].

So far, to our knowledge, no experimental study in
ALI has evaluated the impact of assisted ventilation
modes on ventilator associated lung injury (VALI).
Therefore, in an experimental model of mild ALI, we
hypothesized that: (1) compared to pressure controlled
ventilation (PCV), assisted ventilation per se may lead to
less atelectasis resulting in better respiratory function,
lower alveolar stress and strain, with less VALI; and (2)
among pressure assisted ventilation modes, Bi-
Vent + PSV may be the optimal protective ventilatory
strategy, due to the combination of pressure limited
controlled time cycled and spontaneous flow cycled
breaths. For this purpose, we compared the effects of
different assisted ventilation modes with PCV on lung
histology, arterial blood gases, inflammatory and fibro-
genic mediators in experimental ALIL.

Materials and methods

Detailed methods are described in the Electronic Sup-
plementary Material (ESM) accompanying this article,
and briefly summarized here.

Animal preparation and experimental protocol

This study was approved by the Ethics Committee of the
Carlos Chagas Filho Institute of Biophysics, Health Sci-
ences Centre, Federal University of Rio de Janeiro. A
total of 36 Wistar rats (250-300 g) were initially assigned
into two groups. In Control (C, n = 6), sterile saline
solution (0.9% NaCl, 1.0 ml) was intraperitoneally (i. p.)
injected and in acute lung injury (ALI, n = 30) groups,
paraquat (15 mg/kg, i. p.) was administered [18]. Twenty-
four hours after saline or paraquat administration, animals
were sedated (diazepam 1 mg, i. p.), anaesthetised (thio-
pental sodium 20 mg/kg, i. p.), and tracheotomised. A
polyethylene catheter (PE-10) was introduced into the
femoral artery to collect blood sampling (300 pl) and
measure mean arterial pressure (SCIREQ, Montreal,
Canada) (Baseline). The fraction of inspired oxygen
(Fi0,) was adjusted to 1.0 and, after 5 min, arterial
oxygen partial pressure (Pa0O,), arterial carbon dioxide
partial pressure (PaCO,) and pH were measured (i-STAT,
Abbott Laboratories, Illinois, USA). FiO, was then
reduced to 0.21 to avoid absorption atelectasis and, after
5 min, the Control group was kept in spontaneous venti-
lation (room air) without positive-end expiratory pressure
(PEEP), while ALI groups were further randomized as
follows (n = 6/group): (1) pressure controlled ventilation
mode (PCV) with inspiratory pressure (Pins) sufficient to
achieve a tidal volume (V1) =6 ml’kg (Pins =
10 ecmH,0), and inspiratory time (77) = 0.2 s, respiratory
rate (RR) = 100 bpm/min, inspiratory to expiratory ratio
(I.LE) = 1:2, and PEEP = 5 cmH,O (ALI-PCV); (2) three
assisted ventilation modes: (a) assist-pressure controlled
ventilation (ALI-APCV1:2) with Pins = 10 cmH,O0,
PEEP = 5 cmH,0, 77 =0.2s, RR = 100 bpm, and
LLE = 1:2; (b) assist-pressure controlled ventilation (ALI-
APCV1:1) with Pins = 10 cmH,0, PEEP = 5 cmH,O0,
T1 =0.3s, RR =100 bpm, and LE = 1:1; and (c)
biphasic positive airway pressure and pressure support
ventilation (BiVent + PSV) with two levels of CPAP
[inspiratory pressure (Pyign = 10 cmH,0) and positive
end-expiratory pressure (Ppo,, = 5 cmH,0)] and inspi-
ratory/expiratory times: Tyign = 0.3 s and Tpqoy = 0.3 s.
PSV was set as follows: 2 cmH,O above Py, and
7 cmH,0 above Pp,,; and (3) spontaneous breathing
without PEEP (ALI-NV) in air. Animals were mechani-
cally ventilated in Servo i (MAQUET, Solna, Sweden).
After a 1 h ventilation period, FiO, was set at 1.0 and,
after 5 min, arterial blood gases were analysed (End).



Following this step, FiO, was reduced to 0.21 and, after
5 min, ventilatory and mechanical parameters were
measured. After the ventilation period, a laparotomy was
done immediately after the determination of lung
mechanics (End), and heparin (1,000 IU) was intrave-
nously injected. The trachea was clamped at 5 cmH,O
PEEP in all groups to standardize the pressure condition.
The abdominal aorta and vena cava were sectioned,
yielding a massive haemorrhage that quickly killed the
animals. Lungs were removed en bloc and prepared for
histology (light and electron microscopy) and mRNA
expression of tumour necrosis factor (TNF)-o, interleukin
(IL)-6, interferon (IFN)-y, transforming growth factor
(TGF)-f, and type III procollagen (PCIII) in lung tissue
were measured. A schematic flow chart of study design
and the timeline representation of the procedure are
shown in the electronic supplementary material.

Data acquisition

Airflow, Vr, airway (Paw) and oesophageal (Pes) pres-
sures were measured [18]. The durations of inspiration
and expiration and the duration of the respiratory cycle
were measured on the flow signal. Using these variables,
respiratory frequency (f) and minute ventilation (V'g)
were computed. In addition, mean airway pressure and
Py.; was measured throughout acquisition periods.

Histology
Light microscopy

Right lungs were immersed in 3% buffered formaldehyde,
paraffin embedded, and stained with haematoxylin-eosin.
Volume fraction of the lung occupied by hyperinflated
structures (alveolar ducts, alveolar sacs or alveoli wider
than 120 pum), collapsed alveoli or normal pulmonary
areas were determined by the point-counting technique
[19] at a magnification of x200 across ten random, non-
coincident microscopic fields [20-22].

Transmission electron microscopy

Three slices 2 x 2 x 2 mm were cut from three different
segments of the lung and fixed [2.5% glutaraldehyde and
phosphate buffer 0.1 M (pH 7.4)] for electron microscopy
analysis (JEOL 1010 Transmission Electron Microscope,
Tokyo, Japan). For each electron microscopy image (15/
animal), the following structural damages were analysed:
(a) alveolar capillary membrane, (b) type II epithelial cells,
and (c) endothelial cells. The pathologic findings were
graded according to a 5-point semi-quantitative severity-
based scoring system as: 0 = normal lung parenchyma,
1 = changes in 1-25%, 2 = changes in 26-50%,

3 = changes in 51-75%, and 4 = changes in 76-100% of
examined tissue [21].

Cytokines mRNA expression using ribonuclease
protection assay

Four animals of each group were submitted to the afore-
mentioned protocols to analyse mRNA expression for
cytokines by using ribonuclease protection assay (RPA).
The in vitro transcription kit and a customized template
set [containing lymphotoxin (LT) o, LTS, TNF-o, IL-6,
IFN-y, IFN-f, TGF-f1, TGF-f$2, TGF-$3, macrophage
inflammatory factor (MIF), and two housekeeping ge-
nes glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAP-
DH) and L32 (ribosomal RNA)] were used to synthesize a
radiolabeled probe set using [o->*P] UTP. Density of each
cytokine mRNA is expressed relative to that of the
housekeeping gene GAPDH. These values were then
related to C-NV group [23].

Expression of type IlI procollagen mRNA

Lung parenchyma strips (3 x 3 x 10 mm) were longi-
tudinally cut from left lungs. Quantitative real-time
reverse transcription (RT) polymerase chain reaction
(PCR) was performed to measure the relative levels of
type III procollagen (PCIII) expression. The relative
amount of expression of PCIII was calculated as a ratio of
PCIII and control gene (GAPDH) and expressed as fold
change relative to C.

Statistical analysis

The normality of the data (Kolmogorov—Smirnov test
with Lilliefors’ correction) and the homogeneity of vari-
ances (Levene median test) were tested. If both conditions
were satisfied, the effects of different ventilatory strate-
gies in C and ALI groups were analysed by using one-way
ANOVA followed by Tukey’s test. Otherwise, One-way
ANOVA on ranks followed by Dunn’s post hoc test was
selected. The significance level was always set at 5%. The
parametric data were expressed as mean + SD, while the
non-parametric data were expressed as median (inter-
quartile range). All tests were performed using SigmaStat
3.1 (Jandel Corporation, San Raphael, CA, USA).

Results

Mean arterial pressure was maintained stable (70—
90 mmHg) throughout the experiments.



Minute ventilation and tidal volume were higher while
mean airway pressure was lower during assisted breathing
than PCV (Table 1). Among the assisted ventilation
modes, APCV1:2 induced the highest minute ventilation.
Inspiratory pressures were similar in all assisted modes
(Pinsp = 10 cmH,0) as well as the mean airway pressure
(Table 1). Py, was lower in BiVent + PSV compared to
other groups.

ALI groups presented worse oxygenation than C.
Baseline PaO,, PaCO,, and pHa did not differ among ALI
groups (Table 2). After 1 h ventilation, APCV1:1 and
BiVent + PSV presented similar PaO, which was higher
than APCV1:2. All assisted ventilation groups showed
better oxygenation, lower PaCO, and higher pHa com-
pared to ALI-NV and ALI-PCV (Table 2).

ALI animals demonstrated a higher amount of alveolar
collapse than C. Assisted ventilation groups showed a
reduction in alveolar collapse compared to PCV. How-
ever, APCV1:1 led to hyperinflation (Table 3).

All ALI animals presented swelling and injury of
cytoplasmic organelles of type II pneumocyte (PII) with

Table 1 Ventilatory and mechanical parameters

aberrant lamellar bodies and endothelial injury (Table 4;
Fig. 1). However, in BiVent 4+ PSV alveolar capillary
damage was less pronounced with no detachment of
alveolar epithelium or denudation of epithelial basement
membrane (Fig. 1).

LT-o, LT-B, IFN-f, TGF-f2, TGF-f3, and MIF
mRNA were not expressed in any groups. TNF-o, IL-6,
IFN-y (Fig. 2a), and PCIII (Fig. 2b) expressions were
lower in assisted ventilation modes. IL-6, IFN-y, TGF-f1
and PCIII expressions were more reduced in Bi-
Vent + PSV. Among assisted ventilation groups PCIII
expression was higher in APCV1:1 (Fig. 2b).

Discussion

In the present experimental model of mild ALI, the
assisted ventilation modes employed improved gas-
exchange, reduced atelectasis, and inflammatory and
fibrogenic mediators in lung tissue compared to PCV.

Ventilatory strategies PCV A-PCV1:2 A-PCV1:1 BiVent + PSV
V'g (ml/min) 150 +£ 0 262 £+ 9° 230 £ 9% ° 237 £ 8%°
Vo (ml) 1.5+ 0.1 23+ 0.7 2.1+ 1.1° 22405
CV of Vq-assisted, % 41 +25 31.8 &+ 3.9° 53.5 + 4.2 ° 26.9 + 8.5% ¢
RR (bpm) 100 £ 0 114 + 12 110 + 8 108 + 18
PEEP (cmH,0) 5.0+ 02 51405 5.0+ 04 52402
Pmean, aw (cmH,0) 6.4 £ 0.7 7.6 £ 0.5° 8.0+ 0.1* 7.9 £ 0.3*
Py (cmH,0) - 3.6 + 0.8 3.7+ 1.3 26+ 0.7>°¢

Values are means (£SD) of six rats in each group

V' minute ventilation, V- tidal volume, CV coefficient of variation,
RR respiratory rate, PEEP positive end-expiratory pressure,
Pmean,aw mean airway pressure, Py, driving pressure, PCV
pressure controlled mode, APCV1:2 and APCV1:1: assist-pressure
controlled ventilation with I:E = 1:2 and I:E = 1:1, respectively,

Table 2 Arterial blood gases and pHa

BiVent + PSV biphasic positive airway pressure and pressure
support ventilation

* Significantly different from ALI-PCV (P < 0.05)

" Significantly different from ALI-APCV1:2 (P < 0.05)

¢ Significantly different from ALI-APCV1:1 (P < 0.05)

Groups C ALI
Ventilatory strategies NV NV PCV APCV1:2 APCV1:1 BiVent + PSV
PaO, (mmHg)  Baseline 565 + 11 302 + 18° 296 + 21° 307 + 36° 295 + 52° 288 + 24°
End 547 + 29 282 + 12° 262 + 8§° 319 £ 154 % ¢ 342 4 142 >4 358 4 g bocd
PaCO, (mmHg) Baseline 38+ 1 41 + 4 40 + 4 39+£5 39 +2 39 +4
End 37 +4 49 + 3° 46 + 3° 37 £4>¢ 35 £ 3¢ 34 £ 5¢
pHa Baseline 7.36 £0.02 733 £0.03 733+004 7.36 + 0.02 7.34 £+ 0.02 7.34 + 0.02
End 736 £0.04 725+ 0.04* 727 £0.04* 737 £0.02>°  7.39 £ 0.04> ¢ 7.42 + 0.02% ©

Arterial oxygen partial pressure (PaO,, mmHg), arterial carbon
dioxide partial pressure (PaCO,) and pHa immediately before
(Baseline) and at 1 h mechanical ventilation (End) in Control (C)
and Acute Lung Injury (ALI)

Values are means (4 SD) of six rats in each group

NV spontaneously breathing rats, PCV pressure controlled mode,
APCV1:2 and APCV1:1: assist-pressure controlled ventilation with

ILE = 1:2 and LE = 1:1, respectively, BiVent + PSV biphasic
positive airway pressure and pressure support ventilation
# Significantly different from C-NV (P < 0.05)
" Significantly different from ALI-NV (P < 0.05)
Slgmﬁcantly different from ALI-PCV (P < 0.05)
4 Significantly different from ALI-APCV1:2 (P < 0.05)



Table 3 Lung morphometry

Groups C ALI

Ventilatory strategies NV NV PCV APCV1:2 APCV1:1 BiVent + PSV
Normal (%) 924 +30 413 +£81* 367 £11.0° 704 +£55%>°¢ 467+ 11.0%¢ 77.1 £ 3.1+
Collapse (%) 76429 587 +£80° 6434108 223494%>¢ 237 4£92%>¢ 202 + 3.0 > ¢
Hyperinflated (%) 0 0 0 73 +5.6 30.6 £ 144> >4 2.7 £22°

The volume fraction of the lung occupied by normal pulmonary
areas, collapsed alveoli, and hyperinflated structures in the Control
(C) and Acute Lung Injury (ALI) groups. All values were computed
in ten random, non-coincident fields per rat

Values are mean & SD of six animals in each group

NV spontaneously breathing rats, PCV pressure controlled mode,
APCV1:2 and APCV1:1: assist-pressure controlled ventilation with

Table 4 Semi-quantitative analysis of electron microscopy

ILE = 1:2 and L:E = 1:1, respectively, BiVent + PSV biphasic
positive airway pressure and pressure support ventilation

# Significantly different from C-NV (P < 0.05)

Significantly different from ALI-NV (P < 0.05)

Significantly different from ALI-PCV (P < 0.05)

Significantly different from ALI-APCV1:2 (P < 0.05)
Significantly different from ALI-APCV1:1 (P < 0.05)

o oo o

Groups C ALI

Ventilatory strategies NV NV PCV APCV1:2 APCV1:1 BiVent + PSV
Alveolar capillary membrane 0 (0-0) 3% (2-3.25) 4* (3-4) 3% (3-4) 3% (3-3.25) 2% b ¢ (1.75.2.25)
Type II epithelial cell 0 (0-0) 2% (2-2.25) 3 (2-3) 2% (2-2.25) 3* (2.75-4) 3 (2-3)
Endothelial cell 0 (0-0) 3* (2-3.25) 3* (2-3.25) 3% (2.75-3.25) 3* (3-3.25) 3* (2.75-3.25)

Lung tissue score was done independently by two different inves-
tigators. The pathologic findings were graded according to a 5-point
semi-quantitative severity-based scoring system: 0 = normal lung
parenchyma, 1 = changes in 1-25%, 2 = 26-50%, 3 = 51-75%,
and 4 = 76-100% of the examined tissue. Electron microscopy of
lung parenchyma in the Control (C) and Acute Lung Injury (ALI)

Furthermore, BiVent 4+ PSV led to a lower inspiratory
effort, alveolar capillary membrane injury, and inflam-
matory and fibrogenic mediators compared to A-PCV.
Acute lung injury was induced by paraquat, an her-
bicide that accumulates predominantly in the lung and
induces alveolar epithelial damage due to its action on
type II pneumocytes. This model leads to a well repro-
ducible lung injury characterized by alveolar collapse,
interstitial oedema, and hyaline membranes, but no
alveolar oedema [22], and presents an amount of ate-
lectasis similar to that observed in human ALI/ARDS
[24]. In our study, the controlled mechanical ventilation
group was set with low V1 (6 ml/kg) in line with current
recommendations [25]. The level of PEEP was
5 cmH,0, based on previous observations from our
group showing that higher PEEP levels led to deterio-
ration in gas-exchange respiratory mechanics in a similar
ALI model in rats [22, 26]. Moreover, the same driving
pressure, i.e. difference between inspiratory plateau and
end-expiratory pressure, was used during controlled and
assisted ventilation modes, suggesting that the morpho-
functional and molecular differences were probably
related to the type of ventilation, allowing a direct
comparison among the different ventilatory techniques.
Blood gas-analysis was performed with FiO, = 1.0 to
avoid possible confounding effects of ventilation/

groups. Values are median (25th percentile—75th percentile) of four
to five rats in each group

# Significantly different from C-NV (P < 0.05)

" Significantly different from ALI-PCV (P < 0.05)

¢ Significantly different from ALI-APCV1:2 (P < 0.05)

perfusion mismatch in the interpretation of the gas-
exchange data [27]. However, this study was conducted
with FiO, = 0.21 in order to avoid possible iatrogenic
effects induced by high concentration of oxygen on lung
parenchyma [21, 28]. Mean airway pressure was lower
during PCV compared to other forms of assisted venti-
lation, which presented no significant differences among
A-PCV1:2, A-PCV1:1, and BiVent + PSV. The I:E time
during PCV was 1:2 comparable to that set during
A-PCV1:2, although I:E may increase during A-PCV
since inspiratory breath may begin before the set expi-
ratory time [29]. Pulmonary histology was evaluated at
comparable airway pressure, thus, the morphometrical
changes reflect only the effects of different modes of
mechanical ventilation. To our knowledge, no prospec-
tive randomized controlled experimental or clinical
study has compared the effects of different assisted
ventilation modes with controlled mechanical ventilation
at the same driving pressure on lung mechanics and
histology, and inflammatory and fibrogenic responses.
Moreover, no study has evaluated the impact of different
I:E ratio during A-PCV and BiVent + PSV on lung
injury. In fact, previous reports have compared assisted
with controlled mechanical ventilation focusing on
respiratory muscle changes and prevention of muscle
atrophy [30-32].



Fig. 1 Electron microscopy of
lung parenchyma in the Control
(C) and Acute Lung Injury
(ALI) groups. NV spontaneously
breathing rats, PCV pressure
controlled mode, APCVI:2 and
APCVI:1: assist-pressure
controlled ventilation with

I.LE = 1:2 and I.LE = 1:1,
respectively, BiVent + PSV
biphasic positive airway
pressure and pressure support
ventilation. Note the
cytoplasmatic degeneration of
type II cell (PII) with aberrant
lamellar bodies as well as
alveolar capillary membrane
damage in the ALl group
(arrows). The ellipse indicates
that the detachment of the
alveolar capillary membrane is
reduced in APCVI:1. In the
BiVent + PSV group the
damage in alveolar capillary
membrane is less intense. /E
interstitial edema.
Photomicrographs are
representative of data obtained
from lung sections derived from

five animals

Assisted mechanical ventilation was associated with
better aeration, less atelectasis, and higher Vr compared
to PCV leading to an overall increase in total minute
ventilation, oxygenation improvement, and a reduction in
PaCO,. The main determinant of alveolar recruitment is
the transpulmonary pressure achieved at end-inspiration
and end-expiration [33]. During controlled mechanical
ventilation inspiratory airway pressure reflects the
transpulmonary pressure. Conversely, during assisted
ventilation, inspiratory airway pressures may not reflect
the real transpulmonary pressure, being affected by the
reduction in pleural pressure generated by the activation
of the inspiratory respiratory muscles. Since in assisted
ventilation Vr was higher and the inspiratory and expi-
ratory airway pressures were comparable to PCV, the
negative pleural pressure generated by inspiratory efforts
could better recruit the atelectatic lung units, in accor-
dance with previous experimental studies [34, 35]. In a
clinical study, Putensen et al. [6] found that oxygenation

and shunt did not differ between PSV and controlled

mechanical ventilation. During PSV a progressive dere-
cruitment may occur due to a decrease in I:E ratio and
mean airway pressure [36], limiting the positive effects on
alveolar recruitment determined by the inspiratory effort.
Our data suggest that time cycled inspiratory—expiratory
triggering may be efficient to avoid alveolar derecruit-
ment observed during the entire flow cycled modes such
as PSV, minimizing differences among different assisted
ventilation modes.

We measured the Py as an indicator of the degree of
inspiratory effort [37]. Py, was lower in BiVent + PSV
compared to A-PCV in spite of equal levels of anaes-
thesia, which may indicate reduced inspiratory effort, a
better adaptation to the ventilator, and a reduction in
inspiratory transpulmonary pressure. In this line, Sassoon
et al. [3] showed that partial respiratory muscle activation
can reduce muscle dysfunction. Henzler et al. [29] found
that A-PCVI1:1 led to a decreased respiratory effort
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Fig. 2 Cytokine mRNA
expression investigated by
RNase Protection Assay (Panel
A) and type III procollagen
(PCIIT) mRNA expression
analysed using real-time
polymerase chain reaction
(Panel B) in the Control (C)
and Acute Lung Injury (ALI)
groups. Data are normalized to
GAPDH expression. In panel
B, the y axis represents fold
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compared to BiVent 4 spontaneous breathing in a sur-
factant depletion ALI model in pigs. Conversely, in the
present study, since BiVent was associated with PSV,
spontaneous breaths were partially supported, thus
reducing the inspiratory effort. Therefore, different
assisted ventilation modes, set with similar parameters,
may affect the inspiratory drive differently.

Lung hyperinflation was increased in assisted venti-
lation, mainly in A-PCVI1:1, suggesting the role of
inspiratory to expiratory time in an inhomogeneous lung
parenchyma with different time constant. The increase in
hyperinflation during assisted breathing can be explained
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(=]
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NV NV PCV APCV APCV BiVent
12 11 +PSV
Cc ALI"

by the higher transpulmonary pressure achieved during
inspiration in the presence of active breathing efforts.
However, our data also suggest that modalities of assisted
ventilation which favoured lower inspiratory to expiratory
ratio may lead to less hyperinflation. Interestingly, Bi-
Vent + PSV was associated with lower hyperinflation
compared to A-PCV 1:1, which could be due to a better
animal-ventilator interaction reduced respiratory drive,
with a consequent decrease in the inspiratory transpul-
monary pressure.

We tested the presence of several inflammatory and
fibrogenic mediators in the lung tissue, but we found



measurable amounts only of IL-6, TNF-a, TGF-f1, and
IFN-y mRNA expressions [38]. Furthermore, lung tissue
mRNA expression of PCIII was evaluated as it is the first
collagen to be remodelled in the evolution of lung fibro-
genesis [23] and has been used as an early marker of lung
parenchyma remodelling [26]. Although tidal volume was
higher during assisted ventilation, IL-6, TNF-«, TGF-f1,
and IFN-y expressions were lower than PCV. A-PCV1:1
yielded alveolar hyperinflation resulting in a raise in PCIII
mRNA expression in the lung compared to APCV1:2 and
BiVent + PSV. IL-6 and TNF-a mRNA expressions were
lower during A-PCV1:1 compared to A-PCV 1:2. Our
data are in line with previous studies which showed
association between hyperinflation and increased PCIII
expression [21, 22, 39]. Different factors could have
promoted reduced lung injury during assisted ventilation:
(a) recruitment of dependent atelectatic lung regions,
reducing opening and closing during tidal breath, thus
limiting shear stress forces [17]; (b) more homogeneous
distribution of regional transpulmonary pressures [40]; (c)
variability of breathing pattern [41]; (d) redistribution of
perfusion towards non-atelectatic injured areas [42]; and
(e) improved lymphatic drainage [43]. Among assisted
ventilation modes, IL-6, IFN-y, TGF-f5, and PCIII were
lower in BiVent 4+ PSV associated with reduced Py,
suggesting that assisted ventilation with high inspiratory
effort may increase the risk of VALI. Therefore, Py,
could be used to optimize assisted ventilation setting
achieving optimal recruitment with minimal stress and
strain.

Limitations

Our study has several limitations: (1) we used a specific
mild ALI model induced by paraquat, thus, we cannot
extend our data to other models of more severe ALI; (2)
the study period was short (1 h), therefore our results
cannot be directly shifted to longer periods of ventilation.

These experimental data should be confirmed in large
animals, with greater duration of analysis, and in clinical
studies, in order to better understand the potentially rel-
evant consequences in the weaning of critically ill
patients; (3) our results cannot be generalized for other
types of assisted ventilation modes and higher levels of
inspiratory support; (4) we found a higher variability of
tidal volume in the A-PCV1:1 group which suggests a
worse animal-ventilator interaction. Although respiratory
drive and functional parameters were not different com-
pared to A-PCV1:2, VALI was lower in A-PCV1:1 than
to A:PCV1:2; (5) the respiratory effort was estimated by
measuring the respiratory drive, even though the direct
transpulmonary pressure was not evaluated. In this line,
several studies have shown that the respiratory drive is
well correlated with the inspiratory effort [37, 44]; and (6)
we did not measure inflammatory mediators in the blood
or analyse distal organ injury.

Conclusions

In the present study, evidence shows that the assisted
ventilation modes employed presented greater beneficial
effects on respiratory function and a reduction in lung
injury in mild experimental ALI. Among different assis-
ted modes, BiVent + PSV further improved oxygenation,
reduced inspiratory effort, and decreased lung injury.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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