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RESUMO

ESTRATEGIAS VENTILATORIAS EM PRESENCA DE DIFERENTES NIVEIS
DE VOLEMIA EM MODELO DE LESAO PULMONAR AGUDA. Pedro Leme
Silva. Orientadora: Patricia Rieken Macedo Rocco. Resumo da Tese de
Doutorado submetida ao Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo
do titulo de Doutor em Ciéncias.

Esse trabalho foi subdividido em dois estudos. No primeiro estudo, foram
avaliados os efeitos da manobra de recrutamento (MR) sobre o pulm&o assim
como em o0rgdos periféricos em presenca de hipovolemia, normovolemia e
hipervolemia em modelo de lesdo pulmonar aguda (LPA) extrapulmonar
induzida por ligadura e perfuracdo de ceco em ratos Wistar (300-350 g). Apos
48 horas, os animais foram anestesiados, ventilados mecanicamente e
divididos em trés grupos (n=22/grupo): 1) Hipovolemia induzida por drenagem
de sangue até pressdo arterial média (PAM)=70 mmHg; 2) Normovolemia,
manutencdo da PAM=100 mmHg e 3) Hipervolemia, induzida através da
administragdo de coléide até PAM=130 mmHg. Em cada grupo, os animais
foram submetidos & MR (CPAP=40cmH,0 por 40 s) ou ndo (NR) (n=11/grupo),
seguido por 1 hora de ventilagdo mecéanica protetora. Dados ecocardiograficos,
troca gasosa, elastancia estatica do pulméo (Est,L), histologia (microscopias
Optica e eletrbnica), relagdo peso seco-peso Umido (W/D), a expressédo de
RNAm para as interleucinas (IL)-6, IL-1B, caspase-3, pro-coldgeno tipo Il
(PCIIl), molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adeséo
vascular-1 (VCAM-1) foram analisados no tecido pulmonar, como também o
grau de apoptose em oOrgaos periféricos. Foi observado que: 1) hipervolemia
aumentou a relacdo peso seco-peso Umido com concomitante diminuicdo da
oxigenacdo, aumento da EstL, lesdo de células endoteliais e epiteliais e
aumento na expressdo de IL-6, VCAM-1 e ICAM-1; e 2) a MR reduziu o
percentual de colapso independente do estado volémico. Nos animais
hipervolémicos, a MR melhorou a oxigenacédo; entretanto, piorou o dano
epitelial e endotelial e a expressao de citocinas inflamatorias e fibrogénicas no
tecido pulmonar. Algumas questdes advieram desse estudo; dentre elas: qual
seria 0 melhor fluido para a manutengdo do quadro entre a hipovolemia e
normovolemia, desde que inserido em um conceito conservador de
administracdo de fluidos, ou seja, sem causar sobrecarga hidrica. Para tal,
realizou-se um segundo estudo onde a LPA foi induzida por um modelo de
deplecéo de surfactante associada a lesdo induzida pela ventilagdo mecanica
em 30 porcos (32-38 kg). Apés a inducéo da LPA, os porcos foram submetidos
a hipovolemia (retirada de 25% do volume sanguineo estimado através da
drenagem de sangue arterial). Apds estabilizacdo deste quadro, a restauragao
volémica ocorreu através da injecdo de Ringer Acetato (RA), Gelafundin (GEL)
ou Hidroxietil Starch (HES) (n=10/grupo). O tratamento teve como objetivo a
restauragcdo volémica precoce, porém mantendo-se uma faixa de hipovolemia
relativa caracterizada pelos niveis de volume sanguineo intraoracico (ITBV)
entre a situacdo pré e pds drenagem de sangue. Com isso, 0 estudo se insere
dentro do conceito de reposi¢do conservadora de fluidos em um modelo de
LPA. Constatou-se reducdo do volume de sangue intratorécico (ITBV) e PAM



(20% e 19 %, respectivamente) apos a drenagem de sangue. N&o houve
diferenga entre os niveis de volume sanguineo intratoracico entre 0s grupos
RA, GEL e HES, porém o volume de fluidos infudido para antingir a restauracao
volémica diferiu (2234+803ml, 694+165ml e 837+86ml, respectivamente,
p<0,05). Houve aumento significativo da relagdo W/D no grupo RA em
comparagdo ao GEL e HES. Entretanto, ndo houve diferenga nos dados
funcionais [PaO./FiO,, Est,.L, 4gua extravascular pulmonar (EVLW)] entre os
grupos. Em conclusdo, a reposicdo volémica com Ringer Acetato foi
caracterizada por um volume elevado de fluido e edema pulmonar, sem alterar
significativamente a fungdo pulmonar.

Palavras-chave: lesdo pulmonar aguda, ventilagdo mecanica, manobra de
recrutamento, elastancia, inflamacgéao.

Caracteres: 3592

Rio de Janeiro
Julho de 2010



ABSTRACT

VENTILATORY STRATEGIES AT DIFFERENT LEVELS OF BLOOD VOLUME
IN A MODEL OF ACUTE LUNG INJURY. Pedro Leme Silva. Orientadora:
Patricia Rieken Macedo Rocco

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencgéo do titulo de Doutor em Ciéncias.

This thesis was divided into two studies. In the first one, we evaluated the
effects of recruitment maneuver (RM) on lung and distal organs in the presence
of hypovolemia, normovolemia, and hypervolemia in a model of extrapulmonary
acute lung injury (ALI) induced by sepsis. For this purpose, ALI was induced by
cecal ligation and puncture surgery in 66 Wistar rats (300-350g). After 48h,
animals were anesthetized, mechanically ventilated and randomly assigned to 3
volemic status (n=22/group): 1) hypovolemia induced by blood drainage at
mean arterial pressure (MAP)=70 mmHg; 2) normovolemia (MAP=100 mmHg),
and 3) hypervolemia with colloid administration to achieve a MAP=130 mmHg.
In each group, animals were further randomized to be recruited
(CPAP=40cmH,0O for 40s) or not (NR) (n=11/group), followed by 1 h of
protective mechanical ventilation. Echocardiography, arterial blood gases, static
lung elastance (Est,L), histology (light and electron microscopy), lung wet-to-dry
(W/D) ratio, interleukin (IL)-6, IL-1B3, caspase-3, type Il procollagen (PCIll),
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), and vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) mRNA expressions in lung tissue, as well as lung and
distal organ cell apoptosis were analyzed. We observed that: 1) hypervolemia
increased lung W/D ratio with impairment of oxygenation and Est,L, and was
associated with alveolar and endothelial cell damage and increased IL-6,
VCAM-1, and ICAM-1 mRNA expressions; and 2) RM reduced alveolar collapse
independent of volemic status. In hypervolemic animals, RM improved
oxygenation above the levels observed with the use of PEEP, but increased
lung injury and led to higher inflammatory and fibrogenetic responses. Some
questions came from this study, for example: which is the best fluid to keep the
animals in a relative hypovolemic state? For this purpose, ALI was induced by a
two-hit ALI model [surfactant deplection associated to ventilator induced lung
injury (VILI)] in 30 pigs (32-38 kg). After ALI induction, animals were submitted
to a moderate hypovolemia (drainage of 25% of the estimated blood volume).
After stabilization, the volemic restauration was performed with: Ringer's
Acetate (RA), Gelafundin (GEL) e Hydroxyetil Starch (HES). These treatments
were focused on early volemic ressuscitation, according to the levels of
intrathoracic blood volume (ITBV) between the situation pre and post blood
drainage. As a result, this study belongs to a conservative fluid restauration in
an ALl model. The amount of fluids to achieve the same ITBV was higher in RA
(2250£764ml) than in GEL (704+159ml) and HES (837+82ml), p<0,05. We
observed an increase in the W/D in RA group compared to GEL and HES.
However, there were no differences in functional parameters [PaO,/FiO,, Est,L,
extravascular lung water (EVLW)] among the groups. In conclusion, the



conservative volemic restauration with RA is characterized by increased amount
of fluids but no modifications in pulmonary function.

Keywords: acute lung injury, mechanical ventilation, recruitment maneuver,
elastance, inflammation.

Words: 2995

Rio de Janeiro
Julho de 2010
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ABREVIATURAS
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MR = manobra de recrutamento alveolar
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PTV = volume térmico pulmonar

PVC = presséao venosa central

Pw = pressao da parede toracica

Qva/QT = indice de shunt

RL = resisténcia pulmonar

R,sr = resisténcia de sistema respiratério

RA = Ringer Acetato

RIAF = ressuscitacéo inicial adequada de fluidos
RNAm = 4cido ribonucléico mensageiro

rs = sistema respiratorio

RT (-) = controle negativo com auséncia de enzima transcriptase reversa
RT-PCR = transcri¢éo reversa da reacao em cadeia da polimerase
SD = desvio padréo

SDRA = Sindrome do desconforto respiratério agudo
EPM = erro padréo da média

SP-1 = specificity protein-1

Sv = saturagéo venosa

TNF = fator de necrose tumoral

TUNEL = terminal deoxinucleotidyl mediated dUTPbiotin nick end-labeling
method

UTI = Unidade de Terapia Intensiva

V' = fluxo inspiratério

V1 = volume corrente

VCAM 1 = molécula de adesé&o vascular -1

VCI = veia cava inferior



VE = ventriculo esquerdo

VILI = lesé&o induzida pela ventilagdo mecéanica
VM = ventilagdo mecéanica

VO, = consumo de oxigénio

VS = volume sistdlico

w = parede torécica

W/D = relagdo peso umido/peso seco

ZEEP = presséo ao final da expiragéo igual a zero
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1. INTRODUCAO

A les&o pulmonar aguda (LPA) e a sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA) sdo problemas de saude publica (FRUTOS-VIVAR 2004). A
incidéncia da LPA/SDRA varia regionalmente, sendo mais alta nos Estados
Unidos (17-64 para cada 100.000 habitantes/ano) do que na Europa, Austrélia,
e outros paises desenvolvidos (17-34 para cada 100.000 habitantes/ano). Sua
taxa de mortalidade € de aproximadamente 34-58% (MACCALLUM & EVANS
2005). Apesar dos avangos recentes na terapia de suporte e manejo da
ventilacdo mecéanica (VM), recentes revisdes sistematicas demonstram
resultados controversos acerca da mortalidade (ZAMBON & VINCENT 2008;
PHUA 2009). Mesmo assim, a morbidade e mortalidade nos pacientes
critcamente enfermos com LPA/SDRA permanece elevada (DUDEK &
BIRUKOV 2005).

A génese da LPA/SDRA esta associada a desordens clinicas com leséo
direta ao epitélio alveolar (LPA/SDRA pulmonar) (ex: pneumonia, aspiragdo
géstrica) ou indireta (LPA/SDRA extrapulmonar), ou seja, resultante de uma
resposta inflamatéria sistémica lesando primariamente o endotélio capilar (ex:
sepse) (MATTHAY 2003; ROCCO & PELOSI 2008). No que tange a
LPA/SDRA pulmonar, o envolvimento do parénquima pulmonar é multifocal, h4
predominio de colapso alveolar, exsudato fibrinoso e edema alveolar, e uma
maior quantidade de fibras colagenas no parénquima pulmonar.
Contrariamente, na LPA/SDRA extrapulmonar, a alteracdo € mais difusa e
uniforme devido a distribuicdo hematogénica dos mediadores inflamatorios.

Embora a LPA/SDRA possa decorrer de diferentes etiologias e com
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repercussdes morfolégicas distintas, uma caracteristica comumente encontrada
na fase aguda da LPA/SDRA é a alta permeabilidade devido & ruptura da
membrana alvéolo-capilar (BERNARD 2005; MATTHAY & ZIMMERMAN 2005;
SURATT & PARSONS 2006).

O tratamento da LPA/SDRA exige métodos avancados de suporte de
vida, incluindo a VM e as terapias farmacologicas (AMATO 1998; CEPKOVA &
MATTHAY 2006). Até o momento, a Unica estratégia terapéutica que
evidenciou reducédo nas taxas de morbidade (MEADE 2008; MERCAT 2008) e
mortalidade (AMATO 1998; NIH 2000; VILLAR 2006) foi a VM com volume
corrente (V1) baixo (6 ml/kg) e pressdo de platd menor do que 30 cmH0, e
eventualmente, a aplicagdo de manobra de recrutamento alveolar (MR)
(MEADE 2008; MERCAT 2008). A MR esta associada a melhora da
oxigenagao (HODGSON 2009) e da mecanica pulmonar (FAN 2008). Por outro
lado, a MR pode aumentar a permeabilidade alveolar por exacerbar o dano
epitelial (FRANK 2005; VLAHAKIS & HUBMAYR 2005; RIVA 2008) ja presente
na LPA/SDRA. Adicionalmente, a MR pode comprometer a estabilidade
hemodinamica (FAN 2008) fazendo com que o manejo do estado volémico nos
pacientes com LPA/SDRA seja um desafio.

Com a finalidade de minimizar a instabilidade hemodinamica associada
as MRs, tem sido descrita a utilizacdo de fluidos (BORGES 2006). Entretanto, a
quantidade e o tipo do fluido utilizado podem prejudicar as les6es pulmonares e
de O6rgédos periféricos (SCHUSTER 1995; RIVERS 2006). Enquanto a
hipoperfuséo tecidual pode induzir ou exacerbar a lesdo em 6rgéos periféricos
(RIVERS 2006), a balan¢o hidrico positivo tem sido associada ao aumento do

dano pulmonar (JIA 2008; ROSENBERG 2009). Vale ressaltar que a
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hipervolemia pode ser acompanhada com alto indice de edema extravascular,
dependendo da permeabilidade endotelial. Nesse contexto, a manutencéo
adequada do estado volémico parece ser um ponto-chave no manejo da
LPA/SDRA.

1.1 CARACTERIZACAO DA LESAO PULMONAR AGUDA E SINDROME DO

DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO

1.1.1 CoONCEITO E DEFINICAO

O consenso entre as Sociedades Americana e Européia de Pneumologia
e Terapia Intensiva (AECC) estabeleceu os seguintes critérios para definicdo
da LPA: (1) inicio agudo, (2) infiltrado bilateral difuso a radiografia de torax, (3)
pressdo capilar pulmonar < 18mmHg ou auséncia de evidéncias clinicas de
faléncia cardiaca esquerda, e (4) indice de oxigenacao (relagdo entre pressao
parcial de oxigénio arterial e fragcdo inspirada de oxigénio [PaO./FiO,]) < 300,
qualquer que seja o nivel de presséo positiva expiratéria final (PEEP) utilizado.
Os quadros mais graves, caracterizados por PaO,/FiO, < 200, seriam
denominados de SDRA (BERNARD 1994). Essa definicAo vem permitindo
melhor comparagdo, compreensdo e padronizagdo nos estudos clinicos da
LPA/SDRA (ARTIGAS 1998; WIEDEMANN 2006). Os pacientes que Ssao
diagnosticados com base na tabela da AECC respondem as terapias
especificas, como por exemplo, reducdo do Vr (NIH 2000) e estratégia
conservadora de administracdo de fluidos (WIEDEMANN 2006), com melhora

do prognadstico e redugdo da mortalidade.
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1.1.1 FISIOPATOLOGIA DA LESAO PULMONAR AGUDA

A LPA/SDRA é caracterizada por alteragdo da permeabilidade alvéolo-
capilar associada a microatelectasias, congestdo vascular, hemorragia,
edemas intersticial e intra-alveolar rico em proteina, formacdo de membrana
hialina revestindo a superficie alveolar, e fibrose (SCHUSTER 1995;
GUNTHER 2001).

Varios fatores podem acarretar a LPA/SDRA, lesando primariamente o
epitélio alveolar (aspiracdo de conteddo géastrico, pneumonia) ou através de
liberagdo de mediadores inflamatérios lesando primariamente o endotélio
capilar (sepse, pancreatite, circulagdo extra-corpérea) (PELOSI 2003; ROCCO
& PELOSI 2008). Apés o insulto direto, o dano ao epitélio alveolar acarreta
edema alveolar, redugcdo da depuracéo do fluido presente na luz alveolar,
diminui¢cdo da producao e turnover do surfactante e fibrose pulmonar (WARE &
MATTHAY 2000). Apos o insulto indireto, o dano ao endotélio microvascular
induz edema intersticial e infiltracdo neutrofilica (ROCCO & PELOSI 2008).
Independentemente da etiologia da LPA/SDRA, a lesdo da membrana alvéolo-
capilar é seguida de transudagcdo de proteinas plasmaticas para o espago
alveolar e representa uma caracteristica comum de sua fisiopatologia
(MATTHAY & ZIMMERMAN 2005; SURATT & PARSONS 2006).

1.1.2 PROCESSO INFLAMATORIO NA LESAO PULMONAR AGUDA

O recrutamento de células inflamatérias para o pulmdo apés a injuria
tem sido observado tanto em humanos quanto em modelos experimentais de
LPA/SDRA. Dentre as principais células inflamatorias, destaca-se o neutrdfilo
(SURATT & PARSONS 2006). Embora a inflamagédo alveolar seja uma

caracteristca comum na LPA/SDRA, o tratamento com agentes anti-
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inflamatérios em humanos ndo evidenciou reducdo na mortalidade (OPAL
2010).

Um namero variado de citocinas e quimiocinas comumente relacionadas
a LPA/SDRA pode tornar o neutrofilo mais rigido e menos capaz de se
deformar experimentalmente, dificultando sua passagem através do endotélio
pulmonar (WORTHEN 1989; ERZURUM 1992; LAVKAN 1998). Sabendo que o
capilar pulmonar tem em torno de 5-6um, e o neutréfilo em torno de 7-9um
(WORTHEN 1989), qualquer aumento na rigidez de neutrofilos pode gerar
disfungdo da microcirculagdo pulmonar. De fato, isso foi demonstrado em
pacientes com SDRA, cuja capacidade de deformacao neutrofilica encontrava-
se menor quando comparada com individuos saudaveis (SKOUTELIS 2000).
Esse fator foi associado com aumento nos niveis circulatorios de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como, fator de necrose tumoral (TNF)-a associado a
ativacao do fator de transcri¢cao nuclear (NF)-kB.

O NF-xB é um fator de regulacdo transcricional com atividade pro-
inflamatoria e esta implicado no desenvolvimento da LPA/SDRA (BLACKWELL
1996; EVERHART 2006). Especificamente, ele regula a transcricdo de
interleucina-1p (IL-1B), IL-8 e TNF-a, que estdo aumentados nos fluidos
biologicos de pacientes com LPA/SDRA (PILLET 1997). A IL-8 é uma citocina
que induz a quimiotaxia de células inflamatérias, em particular, de neutréfilos.
Ja a IL-6 é uma citocina que é tanto um marcador quanto um mediador da
sepse. Altos niveis basais de IL-8 e IL-6 se encontram elevados na LPA/SDRA
(NIH 2000) e estéo associados com alta morbidade e mortalidade.

Embora haja um aumento individual de citocinas tais como TNF-a e IL-

1B antes e ap0s o inicio da LPA/SDRA, altos niveis de inibidores enddgenos,
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tais como antagonistas de receptor IL-1p e receptores soluveis de TNF-o tém
sido encontrados no plasma de pacientes com LPA/SDRA (PARK 2001). Além
disso, constatou-se correlagcdo positiva entre os niveis de IL-8/anti-IL-8 com o
curso da doenga de pacientes com LPA/SDRA quando comparado com 0s
niveis isolados de IL-8 (KURDOWSKA 2001). A melhor relacdo do complexo
IL-8/anti-IL-8 com a evolugdo da doenca estaria relacionada ao aumento da
meia vida desta citocina, pois a anti-IL-8 poderia atuar como uma proteina
carreadora, perpetuando seus efeitos pro-inflamatérios (FINKELMAN 1993).
Independentemente dos resultados supracitados, até o momento, ndo se
chegou a um consenso sobre quais citocinas estdo envolvidas no prognostico
dos pacientes com LPA/SDRA.

1.1.3 SEPSE COMO FATOR INDUTOR DA LESAO PULMONAR AGUDA

A sepse é uma sindrome clinica que resulta de uma sindrome da
resposta inflamatoéria sistémica (SRIS) ocasionada por um surto infeccioso
extravascular ou intravascular (MATTHAY 2003; ANNANE 2005; RUSSELL
2006). A disfuncdo microvascular atraveés da alta permeabilidade levando a
perda da funcéo de barreira tanto dos vasos sistémicos quanto dos pulmonares
€ 0 evento chave da fisiopatologia da sepse (RIEDEMANN 2003; BARON
2006). Além disso, as alteracBes extracelulares, celulares e metabdlicas séo
fatores adicionais a fisiopatologia vascular da sepse.

Os mecanismos celulares e moleculares que direcionam as respostas
imunolégicas na sepse e influenciam suas interagcbes com o sistema
hemostatico sdo complexos. A principal célula envolvida na sepse como fator
indutor da LPA, é a célula endotelial. As interacdes entre as células endoteliais

ativadas ou lesadas e os leucécitos mieldides circulantes contribuem para o
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sequestro desses para os pulmdes e para os alvéolos (REUTERSHAN & LEY
2004; REUTERSHAN 2006). Esse sequestro quase sempre acontece atraves
da expresséo exagerada de moléculas de ades&o, como por exemplo, ICAM-1
e VCAM-1 (CLARK 2007), sendo a primeira, ligante a integrina LFA-1 e a
segunda, ligante da integrina VLA-4. Durante esse processo, as quimiocinas
(TNF-q, IL-1) ativam os leucdcitos circulantes, levando ao processo de ativagéo
de LFA-1 e VLA-4, que os convertem de uma situagdo de baixa para alta
afinidade. Essa converséo leva a firme unido de leucécitos a células endoteliais
e ao processo de diapedese tanto de leucdcitos quanto de neutrdfilos. Nesse
contexto, o acumulo dessas células nos alvéolos de pacientes com LPA
induzida por sepse parece influenciar o prognoéstico clinico (MATTHAY 2003).
A contagem de neutrofilos no BALF de pacientes com LPA/SDRA tende a ser
mais alta nas primeiras duas semanas apdés o inicio do quadro séptico
naqueles individuos que morreram quando comparados com aqueles que
sobreviveram (STEINBERG 1994). Com esse intenso recrutamento de células
inflamatorias em dire¢do ao parénquima pulmonar, principalmente, naqueles
pacientes mais graves, a membrana alvéolo-capilar pode apresentar rupturas
significativas. Tendo em vista a alteracéo estrutural da barreira microvascular,
juntamente com a instabilidade hemodinadmica ocasionada pela liberacdo de
diversos mediadores inflamatorios na corrente sanguinea durante o curso da
sepse (RUSSELL 2006), a restauracdo volémica passa a ter extrema
importancia.
1.2 RESTAURACAO VOLEMICA NA LPA/SDRA INDUZIDA POR SEPSE

A LPA/SDRA, principalmente de origem extrapulmonar, esti usualmente

associada a instabilidade hemodindmica, necessitando de terapia de suporte
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para a manutencdo dos niveis pressoricos. Nesse contexto, a restauracao
volémica tem um papel importante na mortalidade hospitalar. Sakr e
colaboradores demonstraram que pacientes com SDRA que evoluiram com
alta mortalidade em unidade de terapia intensiva (UTI) apresentaram balanco
hidrico positivo nas primeiras 96 horas de internacdo comparado aqueles com
balango negativo (SAKR 2005). Em um ensaio clinico multicéntrico, prospectivo
e randomizado (Fluid and catheter Treament Trial) (FACTT) (WIEDEMANN
2006) demonstrou-se que a administragdo conservadora de fluidos associada
ao uso de diuréticos e inotrépicos positivos, melhorou a funcdo pulmonar
reduzindo o nimero de dias em VM e internacdo na UTIl. Porém, ndo houve
diferenca significativa na mortalidade mensurada no 60° dia. Um recente
estudo retrospectivo confirmou pior prognéstico quando o balango hidrico
encontrado era positivo nas primeiras 48-96 horas (ROSENBERG 2009).
Entretanto, ambos os estudos n&o analisaram especificamente pacientes com
LPA/SDRA com choque circulatério, que em contrapartida, se beneficiam de
uma reposicdo macica de fluidos em um curto espago de tempo (~5,0L nas
primeiras 6 horas) (RIVERS 2001). Com base na surviving sepsis campaign
(DELLINGER 2008), permanece a indicacdo pela reposi¢cao macica de fluidos,
quando h& a presenca de hipoperfuséo periférica, caracterizada por hipotenséo
e niveis de lactato plasmatico > 4 mmol/L. Por outro lado, quando estes
parametros nao estdo alterados, indica-se a administragdo conservadora de
fluidos por uma conduta similar aquela adotada pelo estudo FACTT. Em um
recente estudo retrospectivo, Murphy e colaboradores (MURPHY 2009)
decidiram determinar a relagdo de duas estratégias: a ressuscitagdo inicial

adequada de fluidos (RIAF) e a administracdo conservadora tardia de fluidos
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(ACTF) em pacientes com choque séptico na mortalidade hospitalar.
Demonstrou-se que aqueles pacientes sépticos com LPA/SDRA em que essas
duas estratégias puderam ser adotadas tiveram reducdo significativa da
mortalidade. Além disso, observou-se um efeito aditivo dessas duas
estratégias, ou seja, caso somente uma delas fosse alcancada a mortalidade
se apresentava intermediéria, e, por fim, naqueles pacientes em que nenhuma
das duas estratégias pbde ser adotada houve a maior taxa de mortalidade.
Esses dois estudos multicéntricos, um prospectivo e outro retrospectivo,
sugerem a importancia do balango negativo em pacientes com LPA/SDRA sem
choque circulatério.

Para promover a estabilidade hemodinamica e garantir a adequada
perfusdo periférica, cristaldides e coldides vém sendo utilizados. Os cristaldides
podem promover extravasamento de fluidos nos pulmdes, particularmente em
situacbes de alta permeabilidade alveolar e formacdo de edema pulmonar, ja
que eles tendem, teoricamente, a reduzir a pressédo coldido-osmotica (PCO).
Além disso, quanto maior o grau de lesédo da membrana alvéolo-capilar, maior
€ a permeabilidade, elevando o risco de inflamacdo pulmonar e de 6rgaos
periféricos. Por outro lado, o coldide pode diminuir o extravasamento de fluidos
no pulméo e a formacdo de edema pulmonar, pela elevagdo da PCO. Além
disso, para alcancar a estabilidade hemodindmica é necessaria uma maior
quantidade de cristaléides do que de coldide, aumentando o risco de indugéo
de edema (MOON 1996). Entretanto, caso a lesdo alvéolo-capilar seja intensa,
as proprias moléculas sintéticas podem induzir edema intersticial e alveolar,
pelo blogueio das vias linfaticas. Esse mecanismo de escape parece ser mais

dependente do didmetro hidrodinAmico da molécula do que do préprio peso
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molecular (OLIVER 1992). Além disso, a instauracdo da VM pode exacerbar
esse mecanismo de bloqueio de fluidos, perpetuando a piora da drenagem do

edema alveolar (PELOSI 2008).

1.3  ESTRATEGIA VENTILATORIA NA LPA/SDRA

A despeito de salvar vidas, a VM pode exacerbar ou mesmo induzir
lesdo pulmonar, condigbes referidas como lesdo pulmonar associada a
ventilagdo mecanica (VALI) ou lesdo pulmonar induzida pelo ventilador (VILI),
respectivamente (HALBERTSMA 2005). Estudos demonstraram que a
VILI/VALI é funcionalmente e histologicamente indistinguivel da LPA/SDRA
(TSUNO 1991; PARKER 1993). O reconhecimento desta semelhanca entre
VILI e LPA/SDRA levou varios investigadores a sugerir que essa pode ser, em
parte, decorrente do manejo ventilatério inadequado (RUBENFELD 2003; HAN
2005; DOS SANTOS & SLUTSKY 2006). Os pacientes com LPA/SDRA
frequentemente apresentam vérios fatores que predispem & ocorréncia da
VILI/VALI (disfungdo de surfactante, doenga pulmonar subjacente, nutricéo
inadequada, toxicidade pelo oxigénio, infec¢éo, atelectasias e edema alveolar)
e prejudicam a capacidade de auto-reparacdo pulmonar frente ao dano
ocorrido (GAMMON 1995; SLUTSKY & TREMBLAY 1998; IMAI & SLUTSKY
2005).

A VILI/VALI pode ser induzida por efeitos diretos da VM sobre o
paréngquima pulmonar, sendo os fatores desencadeantes bem definidos, tais
como, barotrauma, volutrauma e atelectrauma (DOS SANTOS & SLUTSKY
2006). Além desses, o fator vascular parece estar envolvido na inducdo e

perpetuacdo da VILI/VALI (MARINI 2004), enfatizando-se que este néo estaria
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relacionado com o manejo da VM, mas sim com a passagem e a pressao
gerada pelo fluido no endotélio pulmonar. Esse mecanismo foi primeiramente
descrito pelo grupo do West (FU 1992; BACHOFEN 1993; WEST 2000), como
uma forma de inducéo de leséo da barreira alvéolo-capilar.

Nesse contexto, Broccard e colaboradores (BROCCARD 1998)
observaram que o fluxo vascular pulmonar poderia ocasionar piora da leséo
pulmonar em um pulmao j& lesado por altos niveis de pressao transpulmonar.
Adicionalmente, Guery e colaboradores (GUERY 1998) demonstraram que
elevacdes moderadas das pressdes arterial pulmonar e alveolar poderiam
acentuar a permeabilidade pulmonar. Em um modelo de lesdo unilateral, foi
demonstrado aumento da inflamagéo e edema no pulméo ndo lesado somente
elevando o débito cardiaco e mantendo a pressdo transpulmonar em niveis
considerados seguros (25-30 cmH20) (SCHREIBER 2007). Esse mecanismo
parece estar mais associado ao alto fluxo sanguineo pulmonar do que a
elevacao da presséo vascular pulmonar (LOPEZ-AGUILAR 2006).

A influéncia do lado vascular na inducédo e perpetuacdo da VILI vem
ganhando cada vez mais atengdo. Considerando o pulméo como um 6rgéo que
primariamente promove troca gasosa e cuja vasculatura esta intimamente
relacionada a unidade alveolar (parte gasosa), a parte vascular tem uma
participacdo fundamental na modulagdo das forcas de tensdo e cisalhamento
que atuam entre as células endoteliais e epiteliais, podendo exercer maior ou
menor aproximagao entre elas. Essas forgcas podem contribuir para outro
mecanismo chamado de biotrauma (MARINI 2004; DOS SANTOS & SLUTSKY

2006).
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Ao longo dos ultimos anos foi demonstrada que a VILI/VALI apresenta
ndo somente dano estrutural ao pulmdo, mas também um componente
inflamatorio, caracterizado pelo aumento na quantidade de células inflamatérias
e pela liberacdo de mediadores ao nivel pulmonar e sistémico (biotrauma),
fendmenos estes que podem agravar o quadro de lesdo pulmonar e,
possivelmente, causar disfungdo de multiplos o6rgdos e sistemas (DMOS)
(SLUTSKY & TREMBLAY 1998; PLOTZ 2004; SLUTSKY 2005; DOS SANTOS
& SLUTSKY 2006). A maioria dos pacientes com LPA/SDRA vai a 6bito por
DMOS (DOS SANTOS & SLUTSKY 2006). Existem varios mecanismos pelos
guais a VILI pode levar ao desenvolvimento de DMOS, incluindo o biotrauma, a
translocacdo de bactérias ou seus produtos do pulmdo e os fatores pro-
apoptaticos circulantes (PLOTZ 2004).

Uma forma de conter o avango da lesdo induzida pelo ventilador
mecéanico na inducdo e/ou perpetuacdo da LPA/SDRA, seria promover uma
ventilagdo mais homogénea ao longo do gradiente vertical dependente da
gravidade. Existem vérias técnicas que podem promover uma ventilagdo mais
homogénea na tentativa de minimizar a ocorréncia da VILI/VALI, dentre elas:
manobras de recrutamento, PEEP, posicdo prona (VALENZA 2005), 6xido
nitrico (TAKENAKA 2006) e estratégia ventilatoria assistida (SADDY 2010) .

A MR esté associada & melhora da oxigenagdo (HODGSON 2009) e da
mecéanica pulmonar (FAN 2008). Por outro lado, a MR pode afetar a
permeabilidade alveolar por exacerbar o dano epitelial (FRANK, 2005;
VLAHAKIS & HUBMAYR, 2005; RIVA, 2008) ou endotelial (FU 1992) ja
presente na LPA/SDRA. Nesse contexto, de Prost e colaboradores (DE PROST

2007) demonstraram que a ventilagdo com presséo de via aérea maior que 25
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cmH>O aumentou, imediatamente, a permeabilidade microvascular pulmonar.
Ademais, as manobras de recrutamento reduzem o débito cardiaco (DC)
(NIELSEN 2006; FAN 2008) e, por conseguinte, o fluxo sanguineo pulmonar. O
comprometimento do DC decorre do aumento da presséo intrapleural e indugéo
do colapso de veia cava superior em uma situacdo de hipovolemia
(VIEILLARD-BARON 2001), proporcionando o aparecimento de zonas Il e uma
diminuicdo de zonas Il na circulagdo pulmonar (PERMUTT 1962). Logo,
associando-se esses efeitos deletérios da manobra de recrutamento sobre o
sistema cardiovascular, induzindo instabilidade hemodinamica e elevando a
permeabilidade vascular (HALBERTSMA 2010), a monitorizagao
hemodindmica é altamente recomendada.

1.4  MONITORIZAGCAO HEMODINAMICA NA LPA/SDRA

Até o momento, ndo se sabe a terapia ideal para induzir a estabilidade
hemodindmica em pacientes com SDRA ventilados com estratégia ventilatéria
protetora. A meta clinica usualmente é atingir a estabilidade hemodinamica, as
custas da adequagédo dos valores de pressao arterial média, sem se preocupar
com a agua extravascular pulmonar nem com a lesdo em 6rgéos distais. Ha
evidéncias que demonstram a superioridade de parametros hemodinamicos
derivados de indices volumétricos sobre parametros convencionais (SAKKA
1999; DELLA ROCCA 2002a; DELLA ROCCA 2002b).

Nesse contexto, a monitorizacdo hemodinamica continua é altamente
recomendada. Entretanto, as mensuragcdes hemodinamicas convencionais
fornecidas pelo cateter de artéria pulmonar, tais como a pressao de oclusdo da
artéria pulmonar (POAP), tém sido associadas como pobres indicadores de

enchimento cardiaco em doentes criticamente enfermos ventilados
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mecanicamente (CHEATHAM 1998). Em 2006, realizou-se o estudo FACTT
com o intuito de estabelecer as diretrizes da monitorizacdo hemodinamica em
pacientes graves ventilados mecanicamente (WIEDEMANN 2006). Os autores
concluiram que a monitorizacdo hemodindmica com o cateter de artéria
pulmonar [onde o débito cardiaco (DC) e a pressdo de oclusdo da artéria
pulmonar (POAP) eram mensurados] ndo forneceu nenhum beneficio quando
comparada com indices menos complicados tais como a medida de presséo
venosa central (PVC). Por outro lado, existem varios métodos novos que
poderiam ser incorporados no manejo de pacientes criticamente enfermos
internados na Terapia Intensiva. Nesse contexto, estudos experimentais
(LICHTWARCK-ASCHOFF 1996) e clinicos (PREISMAN 1997; SAKKA 2000)
sugerem que a medida do indice do volume sanguineo intratoracico (ITBVI)
seja superior as outras variaveis usualmente utilizadas para acessar o volume
circulatorio. O indice do volume global ao final da diastole (GEDVI) e o indice
do volume de sangue intratoracico (ITBVI) estdo diretamente relacionados ao
volume diastélico final das camaras cardiacas, logo esses valores atuariam
como parametros de pré-carga. Avaliando-se esses estudos, observa-se que o
ITBVI tem uma sensibilidade maior do que as outras varidveis, como por
exemplo, POAP para avaliar o desempenho cardiaco (SAKKA 1999; DELLA
ROCCA 2002a; DELLA ROCCA 2002b; HOFER 2006). Michard e
colaboradores (MICHARD 2003) submeteram 36 pacientes com choque séptico
a fluidos e inotropicos positivos e foram mensurados os valores de GEDVI e
PVC. Foi demonstrado que as variacbes do GEDVI apresentaram correlagao
positiva com o volume sistdlico, ao passo que a variagdo da PVC néo foi

significativa. Além disso, o aumento do DC n&o foi acompanhado com aumento
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de GEDVI. Esse resultado é importante, porque o GEDVI e DC compartilham
de uma variavel comum; o proprio DC. Logo, esperar-se-ia uma correlagdo
pelo acoplamento matematico entre elas, porém isso n&do aconteceu
(MCLUCKIE & BIHARI 2000). Em relag&o ao ITBVI, foi demonstrada que a sua
variacdo é um bom preditor de respostas hemodindmicas em pacientes sem
disfuncéo cardiaca (COMBES 2004). Entretanto, 0 mesmo tipo de resposta ndo
ocorre em pacientes com insuficiéncia ventricular direita. Analisando esses
estudos, chega-se a conclusdo de que o ITBVI apresenta uma melhor
correlagdo do que a POAP no que concerne o desempenho cardiaco, mesmo

apresentando indices de relacdo em torno de 0,5.
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2 JUSTIFICATIVAS

A estratégia ventilatéria protetora caracteriza-se por diminuigdo do Vr (6
ml/kg), nivel moderado a alto de PEEP e, eventualmente, aplicagdo de
manobras de recrutamento. Essa conduta tem demonstrado efeitos benéficos
na morbidade e mortalidade de pacientes com LPA/SDRA internados em UTI
(AMATO, 1998; NIH, 2000; VILLAR, 2006). Ademais, demonstrou-se que altos
niveis de PEEP podem diminuir a mortalidade em um subgrupo mais grave de
pacientes com LPA/SDRA (BRIEL 2010). Por outro lado, sabe-se que a leséo
pulmonar aguda/sindrome do desconforto respiratério aguda cursa com
elevada permeabilidade da membrana alvéolo-capilar (FU 1992; HOTCHKISS
2002), e que a MR per se pode provocar lesdes epiteliais e ou endoteliais (FU
1992; HOTCHKISS 2002; RIVA 2008), agravando o quadro de extravasamento
de fluidos. Nesse contexto, até o momento, ndo se sabe os efeitos da manobra
de recrutamento sobre uma unidade alvéolo-capilar com alta permeabilidade e
submetida a estratégia conversadora ou liberal de fluidos. A hipotese do estudo
foi que o estado volémico poderia potencializar os possiveis efeitos deletérios
da manobra de recrutamento no pulmdo e em Orgdos periféricos em um
modelo de LPA de etiologia extrapulmonar. Os efeitos da manobra de
recrutamento foram avaliados em presenca de diferentes niveis de volemia
(hipovolemia, normovolemia e hipervolemia) em um modelo de LPA induzido
por ligadura e perfuracdo de ceco (ANEXO 1). Demonstrou-se que a
hipervolemia induziu como também potencializou a les@o pulmonar ap6s a MR.
Esse estudo (ANEXO 1) estd inserido em um contexto onde o melhor
prognéstico dos pacientes com LPA/SDRA esta associado a um estado entre

hipovolemia e normovolemia, mantendo-se adequada perfusdo periférica



37

(SAKR 2005; WIEDEMANN 2006; ROSENBERG 2009). Entretanto, para que
tal volemia seja mantida a longo prazo, € necessario o uso de indices
hemodinamicos com maior acuracia. Ademais, diferentes fluidos devem ser
avaliados com o intuito de ndo promover sobrecarga hidrica. Nesse contexto,
para estabilizar a hemodindmica e manter a perfusdo periférica em niveis
seguros, cristaldides e coléides vém sendo utilizados. No entanto, a indicacéo
de um em detrimento de outro é alvo de intenso debate na literatura (ATS
2004; PEREL & ROBERTS 2007; BUNN 2008; BOLDT 2009; HARTOG &
REINHART 2009; SANTRY & ALAM 2010). Supbe-se que a restauragdo com
cristaldide possa ocasionar maior grau de edema com concomitante piora da
funcdo pulmonar comparada com coléides. Logo, justifica-se uma investigagdo
laboratorial criteriosa para avaliar os efeitos da restauragdo volémica
conservadora com cristaléide ou coldide sobre o pulmdo e 6rgdos periféricos,
em presenca de hipovolemia moderada. Foram utilizadas técnicas modernas
de monitorizagdo hemodinamica e o uso de solugdes frequentemente utilizadas
na pratica clinica para a restauragdo volémica, tais como: Ringer Acetato (RA),

Gelafundin (GEL) e hidroxietil starch (HES).
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3 OBJETIVOS

3.1 PRIMEIRO ESTUDO
3.1.1 OBJETIVO GERAL
Comparar os efeitos no pulméo e em 6rgéos periféricos da manobra de
recrutamento (CPAP 40 cmH,O por 40 segundos) em diferentes niveis de
volemia na lesdo pulmonar aguda induzida por ligadura e perfuragéo de ceco
em ratos.
3.1.2 OBJETIVO ESPECIFICO
Avaliar as repercussfes da MR em diferentes niveis de volemia sobre os
seguintes parametros:
= Troca gasosa (PaO2/FiOy);
* Mecénica pulmonar [elastancia estéatica pulmonar (Est, L)];
= Histologia pulmonar (microscopias de luz e eletrbnica);
» Edema pulmonar [andlise da relagdo peso umido/peso seco (W/D) do
pulmé&o];
» Expressdo pulmonar de mediadores inflamatérios (IL-6, IL-1, ICAM-1 e
VCAM-1), fibrogénicos (PCIII) e apoptoéticos (caspase-3);

» Quantificag@o de células apoptoticas no pulméo, figado, rim e intestino.

3.2 SEGUNDO ESTUDO
3.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto de trés fluidos para estabilizagdo hemodinamica (RA,
GEL e HES) no pulm&o em modelo experimental de LPA induzido por deple¢éo

de surfactante associada a VILI em porcos.
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3.2.2 OBJETIVO ESPECIiFICO
Comparar as repercussbes de trés fluidos para estabilizagdo
hemodinamica (RA, GEL e HES) sobre os seguintes parametros:
» Troca gasosa,;
» Mecanica pulmonar;
» Hemodinamicos, incluindo o indice de volume sanguineo intratoracico
(ITBVI) e o indice de agua extravascular (EVLWI);

= Edema pulmonar (relagédo W/D do pulméo).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PRIMEIRO ESTUDO
4.1.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados sessenta e seis ratos Wistar machos previamente
saudaveis adultos (270-300 g), oriundos do biotério do Laboratério de
Investigagdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Os animais receberam cuidados conforme o guia preparado pelo Comité
de cuidados e uso dos animais de laboratério do Conselho Nacional de
Pesquisas dos Estados Unidos da América (U.S. Department of Health and
Human Care Services, 1985). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
uso de animais do Centro de Ciéncias da Saude (CEUA-CCS-019) da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.1.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Sessenta e seis ratos Wistar machos (300-350 g) foram mantidos sob
condi¢des livres de infeccdes no biotério do Laboratério de Investigagdo
Pulmonar, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Trinta e seis ratos foram
submetidos & andlise morfofuncional (mecénica e histologia pulmonares) e
estudo da biologia molecular, enquanto trinta animais foram utilizados para
andlise da relacédo W/D.

Os animais foram submetidos a jejum por 16 horas antes do
procedimento cirdrgico. ApGs esse periodo, a sepse foi induzida por ligadura e
perfuracdo de ceco (CLP) como descrito em estudos prévios (HUBBARD 2005;

OLIVEIRA 2009). Os animais foram anestesiados com sevoflurano e uma
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laparotomia infra-abdominal medial (2 cm de inciséo) foi realizada. O ceco foi
cuidadosamente isolado a fim de evitar lesdo aos vasos sanguineos e um fio
de sutura (Nylon 3-0, ETHICON®, Alemanha) foi envolto abaixo da valvula
ileocecal a fim de prevenir obstrugdo intestinal. Em seguida, o ceco foi
perfurado duas vezes com uma agulha de 18 G (OLIVEIRA 2009).
Posteriormente, realizou-se sutura em planos (Nylon 3-0, ETHICON®,
Alemanha). Logo apds a cirurgia, cada animal recebeu inje¢cdo subcutanea de
salina estéril morna (37°C) e hidroclorido de tramadol (20 mg/kg peso corporal).

A figura 1 ilustra as intervencdes ao longo do experimento. Quarenta e
oito horas apds a cirurgia de CLP, os animais foram sedados [diazepam 5 mg,
intraperitonealmente (i.p.)], pesados (balanga Filizola, modelo BR, fabricado por
Industrias Filizola AS, SP, Brasil) e, em seguida, anestesiados com tiopental
[Tiopental sddico (20 mg/kg, i.p.)]. Essa dose é suficiente para manter o animal
em plano anestésico (supresséo do reflexo cérneo-palpebral) por 1 h, quando,
entdo, uma nova dose (metade da anterior) de tiopental [Tiopental sodico (20
mg/kg, i.p.)] era administrada. Os animais em plano anestésico foram
colocados em uma pequena mesa sob foco cirdrgico em decubito dorsal, sendo
seus membros fixados por esparadrapo. Os membros superiores foram
mantidos em abducéo a 90 graus em relagdo ao corpo e os membros inferiores
estendidos em diagonal. Os pelos da regido toracica e abdominal foram
gentilmente raspados com uma navalha, sem ocasionar dano a epiderme. Apos
0 posicionamento, 0,3 ml de xilocaina (2%) foi injetada no subcutaneo e uma
incisdo longitudinal, medial, de aproximadamente 2 cm de extensdo foi
realizada na face ventral no pescogo seguida de divulsdo dos tecidos até a

exposicdo completa do tergo inicial da traquéia.
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Figura 1. Escala temporal do experimento; CLP: Ligadura e perfuracio de ceco; ZEEP: Pressio acofinal da expiracio igual a zerm;
FEEP: Pressao positiva ao final da expiracio; Fi0; fracio inspirada de oxigénio; FR: freqlénda respiratonia; V. volume corrente;
L;E: relacdo inspiratona e expiratona, WiD: relacio peso Umido/peso seco; RT-PCR: TranscricAo Reversa - Reacio em cadeia de
polimerase; MR Sem recrutamento; RM- CPAP: Manobra de Recrutamento por pressao _H_m;_,.ﬁ continua de via aérea de 40

cmHL0 por 40 segundos.
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A seguir, pela tragueotomia, uma canula de polietiieno (PE 240,
Intramedic®, Clay-Adams Inc., Nova York, EUA) com 1,5 mm diametro interno e
7,5 cm de comprimento foi introduzida na traquéia, sendo esta fixada na por¢éo
proximal por meio de fios de algodéo.

Subseqientemente, a artéria carétida comum foi dissecada e um cateter
de polietileno (PE-10) foi introduzido para a retirada seriada de sangue arterial
e monitorizacdo da pressdo arterial média através de um transdutor liquido
(SCIREQ, Montreal, Canada) situado no mesmo nivel do coracdo. A veia
jugular externa também foi dissecada e canulada por um Jelco® (24G) para
infus@o de anestésicos e fluidos.

A cénula traqueal foi conectada a um pneumotacdgrafo para pequenos
animais, como descrito por Mortola e Noworaj (1983), para medida de fluxo
aéreo (V’). Esse consiste de uma canula metalica com duas saidas laterais
com as seguintes caracteristicas: didmetro interno = 1,5 mm, comprimento =
4,2 cm e distancia entre as saidas laterais = 2,1 cm.

A diferenca de pressdo (AP) através do pneumotacografo foi
determinada utilizando-se um transdutor diferencial de pressao (UT-PDP-02,
SCIREQ, Montreal, QC, 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 dimensfes traqueais reduzidas sdo responsaveis pela existéncia
de fluxo laminar e, portanto, o fluxo aéreo pode ser medido de acordo com a lei
de Poiseuille, onde a diferenca de pressdo entre as saidas laterais do
pneumotacoégrafo € proporcional ao V'. O volume corrente (V) mobilizado foi

obtido por integracéo digital do sinal de fluxo.
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Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a outro
transdutor diferencial de pressédo (UT-PDP-300, SCIREQ, Montreal, Canada)
para medida da pressao traqueal (Ptr).

No eso6fago dos animais, foi introduzido um cateter de polietileno (PE
240) de 20 cm de comprimento e 1,7 mm de diametro interno, com pequenos
orificios em sua extremidade distal, preenchido com agua deionizada. O cateter
foi introduzido até o estdbmago e retrocedido lentamente até atingir o terco
inferior do esOfago. Sua extremidade proximal foi, entdo, conectada a um
transdutor liquido (UT-PL-400, SCIREQ, Montreal, Canad4) para medida da
pressdo esofagiana (Pes), j& que as variacdes da pressao no terco inferior do
esOfago refletem as variagdes da presséo intrapleural (Ppl) e, portanto, da
pressdo da parede toracica (Pw) (MILIC-EMILI 1964a; MILIC-EMILI 1964b). A
medida da pressédo esofagiana foi realizada para decompor o sistema
respiratorio em pulméo e parede toracica.

O correto posicionamento do cateter esofagiano foi determinado pelo
“teste de oclusdo” conforme proposto por Baydur e colaboradores, em 1982
(BAYDUR 1982). O “teste de oclusé@o” consiste na oclusdo das vias aéreas ao
término de uma expiracéo espontanea, as quais sdo mantidas fechadas por um
ciclo respiratorio, registrando-se e comparando-se as variagfes das pressdes
traqueal e esofagiana durante o esforco inspiratério subseqiente. Nessas
condicdes, a diferengca entre as variagdes da presséo traqueal (APtr) e da
pressao esofagiana (APes) ndo devem exceder 5%. O cateter esofagiano era
lavado periodicamente com &gua deionizada, para evitar que a presenca de
secregbes na luz do cateter pudesse comprometer as medidas da presséo

(Figura 2).
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A calibracdo dos transdutores de presséo 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.

B
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Figura 2. Teste de oclusdo para posicionamento do cateter esofagiano. A.
Tracados de volume (V), presséo transpulmonar (PL), pressdo esofagiana
(Pes) e pressao traqueal (Ptr) durante o “teste de oclusdo”. B. Variacao de Ptr
(APtr) por variagao de Pes APes). APes - APtr < 5%.

Os animais tiveram a sua musculatura paralisada apés a administracao

de brometo de vecurénio (2 mg/kg, intravenoso iv) e a VM foi instituida por um

ventilador mecéanico microprocessado para adultos e neonatos (Servo i,

MAQUET, Suica) acoplado a outra extremidade do pneumotacografo. O modo

ventilatério selecionado foi ventilagdo controlada a volume com Vr de 6 ml/kg
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de peso corporal, frequiéncia respiratéria (FR) de 80 incursdes respiratorias por
minuto (irpm), relagcdo tempos inspiratério-expiratorio (I:E) de 1:2, fracdo
inspirada de oxigénio (FiO2) = 1 e pressao ao final da expiragdo ajustada para 0
cmH>0 (ZEEP). Os animais foram ventilados por 5 minutos nesses parametros
e entdo uma amostra de sangue arterial (300 pl) foi coletada do cateter inserido
na carétida comum através de seringa previamente heparinizada para as
medidas da pressédo parcial de oxigénio arterial (PaO,), pressédo parcial de
dioxido de carbono arterial (PaCO,) e pH arterial (pHa). O sangue coletado foi
depositado em cartucho especifico (biosensor EG7*®, Laboratério Abbot,
lllinois, EUA), que, por sua vez, foi introduzido no analisador de gases i-STAT®
(Laboratorio Abbot, lllinois, EUA) para analise da gasometria sanguinea
arterial. Esses dados constituem os valores basais em ZEEP (BASAL-ZEEP).
Logo apés a coleta do sangue arterial, os parametros ventilatorios foram
ajustados para: V1 = 6 ml/kg de peso corporal, FR = 80 irpm, PEEP =5 cmH,0
e FiO, = 0,3 (Figura 1). Os animais foram ventilados por 5 minutos nesses

parametros e os dados de mecéanica pulmonar foram adquiridos (BASAL).

4.1.3 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS.

Apos a aquisicdo dos dados basais (BASAL-ZEEP e BASAL), os animais
foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos: 1) Hipovolemia (HIPO);
2) Normovolemia (NORMO) e 3) Hipervolemia (HIPER). Para estabelecer o
modelo de hipovolemia a retirada do sangue (0,2 ml a cada 2 min) foi
acompanhada de monitorizagdo da presséo arterial média (PAM) bem como de
ecocardiografia. Constatamos que niveis pressoricos abaixo de 70 mmHg

acarretava 6bito em menos de 20 min. Destarte, a PAM=70mmHg foi o menor
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valor para que o animal se mantivesse vivo por 1 hora. Além disso, esse nivel
de PAM foi associado a reducdo do didmetro da veia cava inferior. Para
desenvolver o modelo de hipervolemia, diferentes taxas de infusdo de coléide
(Gelafundin) foram utilizadas. Vale ressaltar que tal modelo néo foi possivel ser
realizado com cristal6ide, uma vez que os niveis de presséo arterial média ndo
se elevaram. O tempo de indugéo de hipervolemia foi similar aquele utilizado
para o desenvolvimento de hipovolemia. A hipervolemia foi alcancada através
de infusédo de coldide [Gelafundin® (B. Braun, Melsungen, Alemanha)] a uma
taxa de 2 ml/kg de peso corporal/minuto a fim de atingir PAM em torno de 130
mmHg. Com a hipervolemia estabelecida, a taxa de infuséo foi reduzida para 1
ml/kg de peso corporal/minuto com o objetivo de manter a PAM constante ao
longo do experimento. A normovolemia foi monitorizada pela manutencdo da
PAM em torno de 100 mmHg. O nivel de anestesia bem como a quantidade de
sedativo foi comparavel entre os grupos.

O estado volémico dos animais também foi avaliado durante o
experimento utilizando-se ecocardiografia realizada por um cardiologista
experiente no manejo de pequenos animais.

Apos o estabelecimento do estado volémico (20 minutos), os animais
foram submetidos a MR pulmonar, que consistiu na aplicacdo de pressao
positiva continua nas vias aéreas (CPAP) de 40 cmH,0 por 40 segundos (RM-
CPAP), ou ndo (NR) (n=6/grupo) (Figura 3). A seguir, os ratos foram ventilados
mecanicamente com estratégia protetora por 1 hora, com 0s seguintes
parametros: Vt = 6 ml/kg de peso corporal, FR = 80 irpm, PEEP =5 cmH0 e
FiO2 = 0,3. No final do experimento, os dados da mecéanica pulmonar foram

adquiridos (FINAL) e a FiO, foi ajustada para 1, sendo os animais ventilados
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por 5 minutos. Apo6s esse periodo, 300 pl de sangue arterial foi coletado do
cateter inserido na car6tida comum para as medidas finais (FINAL) de troca
gasosa (PaO;, PaCO, e pHa). No final do experimento, os animais foram
sacrificados através de sec¢do de veia cava inferior e aorta abdominal, o que
os levou & morte sem sofrimento.

As medidas de ecocardiografia, mecéanica pulmonar, analise da
histologia por microscopia de luz e a analise de peso Umido/peso seco foram
realizadas no Laboratério de Investigagdo Pulmonar, a andlise da biologia
molecular do parénquima pulmonar foi realizada no Laboratério de Fisiologia
Celular e Molecular, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ), e as
andlises da histologia por microscopia eletronica e a quanitdade de células
apoptoticas foram realizadas no Departamento de Patologia da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo (USP).
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Ratos Wistar 270-300g

Inducao da LPA

HIPO NORMO HIPER

NR RM-CPAP NR RM-CPAP NR RM-CPAP
(n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11) (n=11)

Figura 3. Esquema experimental. LPA: Lesdo pulmonar aguda; HIPO:
Hipovolemia induzida por drenagem de sangue arterial at¢ PAM = 70 = 10
mmHg (MédiaxzDP); NORMO: Normovolemia mantida com PAM = 100 + 10
mmHg; HIPER: Hipervolemia induzida por infusdo de coléide 2 mi/kg de peso
corporal/minuto até PAM = 130 + 10 mmHg); NR: Sem recrutamento; RM-
CPAP: Manobra de Recrutamento com pressdo positiva continua nas vias
aéreas de 40 cmH,0 por 40 segundos.
4.1.4 ECOCARDIOGRAFIA

O estado volémico e a fungdo cardiaca foram acessados por um
aparelho de ecocardiografia portétil equipado com um transdutor de 10 MHz
(modelo Esaote, CarisPlus, Florenca-Italia). O estado volémico foi mensurado
pelos diametros de veia cava inferior (VCI) e de atrio direito (AD) através da
visdo subcostal. Para analise da fungdo sistélica do ventriculo esquerdo (VE)
foram obtidos os seguintes parametros: o débito cardiaco [DC (ml/min)], o

volume sistolico [VS (ml)] e a fracdo de ejecéo [FE (%)] por meio do método de

Simpson modificado obedecendo aos critérios do “Guidelines of The American
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Thoracic Society of Echocardiography” (CHEITLIN 2003). Neste caso, as
imagens foram obtidas a partir dos eixos curtos e do eixo longo do VE (viséo
paraesternal — modo bidimensional).

Os diametros de VCI e AD foram obtidos na situacdo BASAL e a cada 5
minutos durante o periodo de inducdo do respectivo estado volémico, até o
periodo que este fosse atingido (20 minutos) e depois no FINAL do
experimento, ou seja, no minuto 80 (20 minutos de indugdo + 60 minutos de
VM protetora) (Figura 1).

O DC, VS e a FE do ventriculo esquerdo (VE) foram obtidos na situa¢ao
basal (BASAL) e no final (FINAL) do experimento (Figura 1).

4.1.5 MECANICA PULMONAR

Os dados da mecéanica pulmonar foram obtidos em duas ocasibes: 1)
ventilacdo basal (BASAL) e 2) ao término do periodo de 1 hora de VM protetora
(FINAL) (Figura 1). A mecéanica pulmonar foi avaliada pelo método de ocluséo
ao final da inspiragdo apos insuflacdo com fluxo constante (BATES 1985a;
BATES 1985b; BATES 1988; KOCHI 1988a; b; BATES 1989).

4.1.6 METODO DE OCLUSAO AO FINAL DA INSPIRACAO

ApoOs a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, ocorre uma
queda subita da pressao traqueal (Ptr), de um valor maximo (PIP) até um ponto
(ponto de inflexdo, Pi) a partir do qual o decaimento da pressédo assume carater
mais lento, atingindo um platé em sua porcéo terminal. Esta presséo de platd
(Pplat) corresponde a pressdo de retragdo elastica do sistema respiratério
(Pel,rs) (Figura 3). O mesmo comportamento pode ser observado no tragado

de pressdo esofagiana. A pressdo de platdé transpulmonar (Pplat,L) foi
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calculada a partir da diferenga entre os valores do sistema respiratorio e da

parede torécica (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos tragados de fluxo, volume, pressao
traqueal e pressao esofagiana em funcéo do tempo, obtidos a partir da ocluséo
da via aérea ao final da inspiragdo. Vt = volume corrente; PIP = presséo de
pico inspiratéria; Pi = ponto de inflexdo; Pplat = presséo de platd; rs = sistema
respiratorio; w = parede.

Foram registrados 10 ciclos pelo método de oclusdo ao final da
inspiragdo (BATES 1985a; BATES 1985b; BATES 1988; KOCHI 1988a; b;
BATES 1989), em cada animal. Os transdutores conectados ao
pneumotacoégrafo, ao tubo traqueal e ao cateter esofagiano registraram o0s
sinais de V', Ptr e Pes, respectivamente. Todos os sinais foram filtrados (100

Hz), amplificados em um condicionador de 4-canais (SC-24, SCIREQ,

Montreal, Quebec, Canada), convertidos a sinais digitais por um conversor
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analdgico-digital (NI-DA Qmx 8-7-1, Austria, Tx, EUA), amostrados a uma
frequéncia de 200 Hz e armazenados em um microcomputador utilizando-se o
software LabVIEW versdo 8.2 (National Instruments, Austin, Tx, EUA) para

posterior analise com o software Matlab versdo 7.4 (R2007a, The MathWorks,

Inc.).
A montagem experimental estd demonstrada esquematicamente na
figura 5.
10
11

14 1

15

Figura 5. Montagem experimental consistindo de: 1 — Cama aquecida; 2 —
Cateter Arterial; 3 — Transdutor liquido de Pressdo Arterial Média; 4 — Cateter
Esofagiano; 5 — Transdutor liquido de Pressdo Esofagiano; 6 — Canula
Traqueal;, 7 — Transdutor diferencial de Pressdo Traqueal;, 8 -
Pneumotacégrafo; 9 — Transdutor diferencial de Pressdo; 10 — Ventilador
Servoi; 11 — Cilindro de ar comprimido; 12 — Cilindro de Oxigénio; 13 —
SCIREQ; 14 — Conversor analégico-digital; 15 — Microcomputador.

4.1.7 ReEMoCAO DOS ORGAOS
Ao término do experimento, 0s animais foram imediatamente

sacrificados. Para tal, o terco inferior do abddmen foi aberto por sec¢édo cirargica

transversal e 1 ml de heparina diluida (0,5 ml de heparina em 0,5 ml de solucéo
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fisioldgica) foi injetado na veia cava inferior e, ap6s 1 minuto, os animais foram
exanguinados por secdo cirdrgica direta da aorta e veia cava inferior em suas
por¢cdes abdominais. A traquéia foi, entdo, ocluida ao final da expiragdo, com
uma PEEP = 5 cmH;0, com linha de algodédo. O térax foi aberto, a parede
toracica anterior foi removida, a por¢cdo abdominal do eséfago foi identificada e
isolada, sendo presa por uma pinga hemostética. As estruturas do pescogo
foram dissecadas, permitindo a liberagdo das vias aéreas. A pinga que prendia
0 esofago foi suavemente tracionada para cima, permitindo separar o conjunto
coragdo-pulmdo das demais estruturas aderidas a parede toracica posterior.
Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi secionada acima do
local ocluido pelo fio de algoddo e, posteriormente, o es6fago e o coragédo
foram separados dos pulmdes e vias aéreas por leve tragéo, restando apenas
os pulmdes e as vias aéreas. Os brénquios fontes direito e esquerdo foram
ocluidos por um fio de algod&o e, ap6s uma sec¢do acima do fio, os pulmdes
direito e esquerdo foram separados, sendo mantidos no volume expiratorio

final. Figado, rins e intestino também foram removidos.

4.1.8 HISTOLOGIA

4.1.8.1 ANALISE POR MICROSCOPIA DE LUZ DO PARENQUIMA PULMONAR

Os pulmbes esquerdos foram resfriados por imersdo rapida em
nitrogénio liquido (aproximadamente 3 min), retirados e mantidos em solucéo
de Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) a -70° C por 24
h. ApOs esse periodo, o material foi desidratado progressivamente atraves de

imersao em solugdes com concentracdo crescente de etanol: (1) MC-1 = etanol
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70%, cloroférmio 22,5% e &cido acético 7,5%, a -20°C durante 1h; (2) MC-2 =
etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20°C durante 1h; (3) MC-3
= etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -20°C durante 1h; (4)
etanol a 100%, a -20°C durante 1h e, em seguida, a -4°C durante 24h.

Apos desidratado, o pulméo esquerdo foi embebido em parafina e cortes
de parénquima pulmonar (4 um de espessura) foram realizados, fixados em
lAminas e corados com hematoxilina-eosina para analise morfométrica.

A andlise morfométrica dos pulmdes foi realizada usando-se uma ocular
acoplada a um microscéopio de luz convencional (Olympus BX51, Olympus
Latin America-Inc., Brasil) contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e
50 linhas (de comprimento conhecido) dispostas em paralelo (Figura 6).

As fragbes de area do pulmdo ocupadas por alvéolos colapsados ou
normais ou estruturas hiperinsuladas (ductos alveolares, sacos alveolares ou
alvéolos, maiores do que 120 um) foram determinadas pela técnica de
contagem de pontos (point-couting) (CRUZ-ORIVE & WEIBEL 1990) em um
aumento de X200. O namero de pontos que cairam em area de alvéolo normal,
colapsado ou hiperinsuflado foi dividido pelo total de pontos contados em cada
campo analisado (normal + colapsado + hiperinsuflado) e expresso sob a forma
de percentual. Foram analisados dez campos aleatérios e ndo coincidentes por

lamina (LEITE-JUNIOR 2008).
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Figura 6 — Representacdo esquematica do sistema de referéncia de 100
pontos e 50 linhas, utilizado para analise morfométrica dos pulmdes.

4.1.8.2 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DO
PARENQUIMA PULMONAR

Para a andlise por microscopia eletrbnica foram retirados dois
fragmentos de parénquima pulmonar (2x2x2 mm) do pulmdo esquerdo. Os
fragmentos foram colocados em glutaraldeido 2% em tampéao fosfato 0,1M e
pH 7,4, por 2 h, sendo posteriormente lavados em solugdo de sacarose,
constituida de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de sacarose diluidos em 500 ml de agua
destilada, até a pos-fixagao. A seguir, os fragmentos foram imersos em solugéo
de tetréxido de 6smio (1% em agua, contendo 133 mg de sacarose por ml) por
2 h. Apés a lavagem em agua bidestilada as preparacdes foram colocadas na
geladeira em acetato de uranila 0,5% contendo 133 mg de sacarose, por um
tempo que variou de 2 a 24 h. O processo foi continuado, efetuando-se a

desidratacdo em concentragBes crescentes de &alcool etilico, progredindo
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gradativamente até alcool absoluto, sendo, entdo, o tecido passado em oOxido
de propileno por 15 minutos (2 vezes). Iniciando a fase de embebicéo, as
amostras foram colocadas em misturas de partes iguais de 6xido de propileno
e resina (araldite). Os frascos contendo os fragmentos foram colocados para
girar (1 rotagcdo a cada 4 minutos, por 1 hora). Posteriormente, as pegas foram
colocadas por 16 h 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-benzildimetilamina) e 0,1 ml de plastificante
(dibutilftaltato). Ao término de 16 h, as amostras foram colocadas em moldes
de silicone com nova resina, para polimerizagédo em estufa a 60°C, por 5 dias.
Concluida a polimerizagéo, os espécimes foram aparados e cortes semifinos
obtidos com o ultramicrotomo Porter Blum MT2 (Reichert ultracult S). 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 &reas representativas das
lesbes. De cada espécime, 2 blocos, contendo aproximadamente 10
fragmentos cada um, foram submetidos a analise para selecao dos cortes
ultrafinos.

Para o estudo ultraestrutural, cortes ultrafinos, com espessura em torno
de 90 nanométros, foram contrastados pelo acetato de uranila a 2% durante 30
minutos e, finalmente, pelo citrato de chumbo por 10 minutos. A observacao
dos cortes e as eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico
JEOL (JEOL 1010, Japéo). 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 histoldgicos foram graduados com
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base em um escore semiquantitativo de gravidade: 0 = parénquima pulmonar
normal, 1 = alteragfes de 1-25%, 2 = alteragcdes de 26-50%, 3 = alteracdes de
51-75%, e 4 = alteragbes de 76-100% do tecido examinado (RIVA 2008;

PASSARO 2009).

4.1.8.3 ANALISE DE CELULAS APOPTOTICAS NO PULMAO, FIGADO, RIM E INTESTINO
4.1.8.3.1 DETECGAO DE CELULAS APOPTOTICAS (TUNEL)

Para deteccdo in situ de apoptose, em nivel de uma unica célula, foi
usado o método TUNEL (terminal deoxinucleotidyl transferase mediated
dUTPbiotin nick end-labeling method) (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Alemanha). Esse método envolve a adigdo de trifosfato de deoxiuridina (dUTP)
marcado com fluorescéncia nos fragmentos terminais do DNA por agao
catalitica do TdT (GAVRIELI 1992; WIJSMAN 1993). Cortes histoldgicos feitos
a partir de blocos de parafina (4 a 6 pm) foram depositados em laminas. A
seqguir, os cortes foram desparafinados em solucdo xilol e rehidratados com
diluicdes decrescentes de etanol em agua. Os cortes foram lavados quatro
vezes com agua destilada por 2 minutos e imersos em tampé&o TdT (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Alemanha). Entdo, TdT (0,3 U por microlitro) e
marcacgao fluorescente dUTP em tampéo TdT foram adicionados aos cortes e
as amostras foram incubadas em atmosfera Umida a 37°C durante 60 minutos.
Para controles negativos, TdT foi eliminado da mistura reativa. Os cortes foram,
entdo, incubados com anticorpo especifico conjugado a peroxidase. Os
corantes foram visualizados com um substrato no qual ndcleos com
fragmentacdo do DNA se coram de marrom. A reacdo foi determinada pela

lavagem dos cortes em tampé&o salina fosfato. Os nucleos sem fragmentacéo
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do DNA foram corados de azul como resultado da contra-coloragdo com
hemotoxilina. Controles positivos consistiram da glandula prostatica do rato
apds castracdo. Trés cortes de cada amostra foram examinados. Foram
utilizadas amostras de quatro animais por grupo. Os cortes foram inicialmente
examinados através de microscopia 6ptica em aumento pequeno (X100),
permitindo a avaliagdo da area de superficie ocupada por células apoptoticas.
A seguir, varios campos por secdo de regides com células apoptéticas foram
examinados em um aumento de X400 para se discriminar nicleos alveolares
com fragmentagdo e massas de cromatina condensadas. Células alveolares,
que estavam com boa forma, arredondadas e células eosinofilicas foram
diferenciadas morfologicamente de outras células néo-epiteliais através de
microscopia Optica utilizando-se maior aumento. Em adicdo & técnica de
marcagao de fragmentos terminais do DNA, cortes adjacentes foram corados
com hematoxilina e eosina para quantificacdo da apoptose. A microscopia de
luz foi usada para quantificar apoptose no pulméo, vilos entéricos, figado e rim.
Um escore semi-quantitativo de 5 pontos, baseado na gravidade, foi usado e
graduado como negativo = 0 (parénquima pulmonar normal), minimo = 1 (1-
25%), moderado = 2 (26-50%), alto = 3 (51-75%) e grave = 4 (76-100%) de
estruturas do parénquima analisadas em 10 campos microscopicos n&o-
coincidentes, para cada animal, num total de 4 animais por grupo (aumento

400X).
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4.1.9 EXPRESSAO GENICA DE MEDIADORES INFLAMATORIOS, FIBROGENICOS E

APOPTOTICOS NO TECIDO PULMONAR

RT-PCR (Transcricdo reversa seguida de reagcdo em cadeia da
polimerase) em tempo real quantitativa foi realizada para mensurar a expresséo
génica de mediadores inflamatorios, fibrogénicos e apoptéticos no tecido

pulmonar.

4.1.9.1 EXTRAGAO DE RNA TOTAL DE TECIDO PULMONAR

Uma tira de tecido pulmonar foi cortada da periferia do pulméo direito de
cada animal, congelada em nitrogénio liquido, armazenada em criotubo no
freezer a -80°C até a andlise da expressao pelo método de RT-PCR em tempo
real.

As amostras de tecido pulmonar foram homogeneizadas em reagente
de TRIzol® (Gibco BRL - Life Technologies, Rockville, MD, EUA), permitindo a
separacdo do RNA total. O reagente de TRIzol® é uma solugédo monofasica de
fenol e de guanidina isotilcianato, correspondendo a uma variagdo do método
desenvolvido por Chomczynski & Sacchi em 1987.

ApoOs a extracao, realizada de acordo com as instru¢des do fabricante, o
RNA total precipitado foi diluido em 20 pl de &gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC - inativador de RNAses). A concentragdo das
amostras de RNA total foi determinada por espectrofotometria no comprimento
de onda de 260 nanOmetros e a pureza das amostras foi determinada pela
razdo entre o comprimento de onda 260 e 280 nanOmetros. Somente as
amostras com razdo maior que 1,7 foram utilizadas. A integridade das

amostras foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%
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contendo 0,5 pg/ml de brometo de etideo. O gel foi submerso em tampé&o TAE
1X (Tris Acetato de EDTA) e a eletroforese realizada a 100 Volts por

aproximadamente 20 minutos.

4.1.9.2 TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DE REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE
EM TEMPO REAL

Para transcricdo reversa, 1000 ng de RNA total foi utilizado com 0,5
pg/pL de oligo-dt (Invitrogen, Carlsbad, CA) e um kit de transcriptase reversa
(MMLT-V Reverse Transcriptase Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA). 4 ul de 5x RT
buffer, 2 ul de 0,1 M DDT, 1 ul de 10 mM de deoxinucleotideos, 1 pl de 50 U/ul
de MMLT-V e 4gua DEPC para um volume final de 20 pl. Este procedimento
ocorreu & 37°C por 50 minutos, seguido de 70°C por 15 minutos para
inativagdo da enzima. ApOs a transcricdo reversa obteve-se o DNA
complementar (cDNA), um DNA de fita simples que serviu de molde para o
PCR. A quantidade de cDNA correspondente a 62,5 ng de RNA foi selecionada

e amplificada com pares de oligonucleotideos especificos para cada gene.

Na tabela 1, estdo esquematizados os iniciadores utilizados nas reac¢des
de PCR. A posicdo do iniciador e o tamanho esperado dos produtos de
amplificagdo sdo dados com base na sequéncia de DNAc do gene ja clonado

para rato (THIERMANN 1992).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR. A posi¢éo do iniciador e 0
tamanho esperado dos produtos de amplificacdo s&o dados com base na
seqliéncia de DNAc do gene ja clonado para rato (THIERMANN 1992).

MOLECULA SEQUENCIA DO PRIMER PosicAo TAMANHO
GAPDH

Sense 5- GGTGAAGGTCGGTGTGAAC- 3 530-557 68 pb
Antisense 5- CGTTGATGGCAACAATGTC -3’ 580-597 NM_017008.3
IL-6

Sense 5- CTCCGCAAGAGACTTCCAG -3 75-94 90pb
Antisense 5- CTCCTCTCCGGACTTGTGA -3’ 145-164 NM_012589.1
IL-1B

Sense 5- CTATGTCTTGCCGTGGAG -3’ 248-267 137 pb
Antisense 5- CATCATCCCACGAGTCACA -3’ 366-384 NM_031512.2
Caspase-3

Sense 5- GGCCGACTTCCTGTATGC -3 626-643 93 pb
Antisense 5- GCGCAAAGTGACTGGATG -3 701-718 NM_012922.2
PCIII

Sense 5- ACCTGGACCACAAGGACAC -3 1211-1229 73 pb
Antisense 5- TGGACCCATTTCACCTTTC -3’ 1301-1283 NM_032085.1
VCAM-1

Sense 5-TGCACGGTCCCTAATGTGTA-3' 1330-1349 100 pb
Antisense 5-TGCCAATTTCCTCCCTTAAA-3’ 1410-1429 NM_012889.1
ICAM-1

Sense 5-CTTCCGACTAGGGTCCTGAA-3 670-689 103
Antisense 5-CTTCAGAGGCAGGAAACAGG-3 753-772 NM_012967.1

Definicdo das abreviacdes: GAPDH = gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase;
IL-6=interleucina-6; IL-1B-interleucina-1p; PCIII
1=molécula de adeséo vascular-1; ICAM-1=molécula de adesao intercelular-1;
pb = pares de base.

procolageno lll; VCAM-

Os niveis relativos de RNAmM foram mensurados com um sistema de

deteccéo verde SYBR usando ABI 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems,
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Foster City, CA, USA). Todas as amostras foram mensuradas em triplicata. A
expressdo relativa de cada gene foi calculada através de uma relagdo com um
gene de referéncia, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e expresso

como aumento relativo ao grupo normovolémico ndo-recrutado (NORMO-NR).

4.1.10 ANALISE DA RELAGAO PESO UMIDO/PESO SECO (W/D)

A relagdo W/D foi determinada no pulméo direito como previamente
descrita (PETERSON 1982). Resumidamente, o pulméo direito foi separado e
pesado (peso umido). A seguir, o pulméo direito foi colocado dentro de um
micro-ondas ajustado para uma baixa poténcia (200W) por 5 minutos. O
processo de secagem foi repetido até que a diferenca entre as duas
mensuragdes consecutivas no peso seco fosse menor que 0,002g. A dltima
medida foi escolhida como sendo o peso seco. A relagdo W/D foi calculada

como sendo: peso Umido/peso seco.

4.1.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada no programa
SigmaStat® para Windows® (V. 3.1) (Jandel Corporation, San Rafael, CA,
EUA). A normalidade dos dados (teste de Kolmogorov-Smirnov com corregao
de Lilliefors) e a homogeneidade de variancia (teste de mediana de Levene)
foram testadas. Quando ambas as condicbes fossem atingidas, testes
paramétricos foram aplicados, caso contrario, testes ndo-paramétricos foram
empregados. A pressdo arterial média (PAM), as dimensdes de veia cava
inferior (VCI) e do atrio direito (AD) foram analisadas utilizando-se Andlise de

Variancia para Amostras Repetidas seguido do teste Tukey. Para comparagao
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entre duas situacdes do mesmo grupo, como por exemplo, entre as situacdes
BASAL e FINAL, nos parametros de troca gasosa (PaO;, PaCO,, pHa),
elastancia estatica pulmonar (Est,L) e dados de fungéo cardiaca (DC, VS e
FE), o teste t-pareado foi usado. Os dados obtidos ao final do experimento
(FINAL), DC, VS, FE, troca gasosa (PaO,, PaCO,, pHa), Est,L, histologia
pulmonar (percentual de &areas normais e colapsadas), relacdo peso
Uumido/peso seco (relacdo W/D) e a expressdo pulmonar de mediadores
inflamatorios e fibrogénicos foram analisados por Analise de Variancia de dupla
entrada seguido do teste Tukey. Os valores semi-quantitativos da microscopia
eletrbnica e de células apoptéticas no pulméo, figado, rim e intestino foram
analisados por Analise de Variancia de dupla entrada on Ranks seguido pelo
teste de Dunn. As correlagfes entre os dados funcionais e morfolégicos foram
investigadas através da correlagdo de Spearman. Os dados paramétricos
foram expressos como média (erro padréo da média), enquanto os dados nao-
paramétricos foram expressos como mediana (intervalo interquartil, percentil 25

a percentil 75). O grau de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).

4.2  SEGUNDO EsTuDO
O protocolo foi aprovado pelo comité de ética (ANEXO 2) da
Universidade Tecnoldgica de Dresden da Faculdade de Medicina Carl Gustav

Carus (Figura 7).

4.2.1 PREPARACAO DO ANIMAL
Trinta porcos (32-38 kg) receberam inicialmente ketamina (Inresa

Arzneimittel GmbH, Freiburg, Alemanha) (2-3 mg/kg, intramuscular) e
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midazolam (Ratiopharm, Ulm, Alemanha) (0.5-1 mg/kg, intramuscular). A veia
da orelha foi puncionada e os animais submetidos & sedagdo com midazolam
(1.5-6 mg.kg™.hr', iv) e anestesia com ketamina (5-30 mg.kg™t.hr?, iv).
Realizou-se intubagéo traqueal com tubo (Risch, Kernen-Rommelshausen,
Alemanha) de diametro interno de 8.0 mm, e os animais foram paralisados com
besilato de atracurio (0,5-1mg.kg™*.hr) (Hamel Pharma Plus GmbH, Hameln,
Alemanha) e ventilados no EVITA XL 4 Laboratorio (Drager, Lubeck,
Alemanha) no modo volume-controlado [volume corrente = 10 ml/kg, relagdo
inspiratéria/expiratoria de 1:1, FIO, = 1, pressao positiva ao final da expiracdo
(PEEP) de 5 cmH,0, e frequéncia respiratdria fixada para alcancar uma PaCO,
de 35-45 mmHg]. A FiO; e a PEEP foram mantidas constantes ao longo da
preparacao do animal.

Um cateter foi inserido na artéria carétida externa direita (Arrow,
Reading, EUA), e outro na artéria pulmonar (Arrow, Reading, EUA) (Opticath,
Laboratérios de Abbott, Abbott Park, IL, EUA) através da veia jugular externa
direita. Outro cateter foi inserido na veia jugular externa esquerda (Arrow,
Reading, EUA) para a infusdo da terapia sorteada (vide abaixo). A urina foi
coletada com um cateter inserido na bexiga (Tiemann Ballonkatheter, 16 Ch,
Rusch, Kernen-Rommelshausen, Alemanha) através de uma mini-laparotomia.
Um cateter (Cardinal Health Germany, Hochberg, Alemanha) foi inserido ao
lado da bexiga para mensuragdo da pressdo abdominal. Apds a insercdo do
cateter abdominal, a parede abdominal foi suturada (linha 2-0 Mersilene) a fim
de mensurar a pressao abdominal (PAbd).

O V' foi medido através de pneumotacografo Fleisch (Fleisch, Lausanne,

Suica) conectado a um transdutor diferencial de pressdo (PXL12X5DN,
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Sensortechnics, Troy, NY, EUA). A presséo de via aérea (Paw) foi monitorada
por um transdutor de pressdo (SCX01DNC, SenSym ICT, Milpitas, CA, EUA)
conectado ao tubo traqueal. Para medida da Pes foi introduzido um cateter
(Cardinal Health Germany, Hochberg, Alemanha) com um bal&o distal que foi
conectado a um transdutor de pressdo (SCXO01DNC, SenSym ICT). A
calibragéo do V' e a aquisicdo da Ptr e Pes foram realizadas como descrito em
detalhes em um trabalho prévio (GAMA DE ABREU 2005). Um cateter com um
termistor na ponta (Pulsiocath PV2015L20A, Pulsion Medical Systems) foi
inserido na artéria carotida externa direita. Esse cateter foi acoplado ao médulo
do sistema PiCCO ® (M6dulo M1012A#C10, Pulsion Medical Systems, Munich,
Alemanha) e conectado ao monitor de pacientes IntelliVue © (IntelliVue Patient
Monitor MP 50, Philips Medizin Systeme Boblingen GmbH, Boblingen,

Alemanha).
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BASAL 1 LESAD BASAL 2 BASAL 3
Pré-medicagio: Faiiaki
Midazolan, Coleta de
Ketamina EM 4 hr dados
| | * > |
i
ﬁ 90 min 30 min 15 min 15 :.-..:ﬁ.....u::-.: H...:.l..— Ventita ¢ 30 Tempo
Anestesia, ] Estabiliza ¢ 30 _____.w.ﬂm..!:__..wh
ralisia e Hipovolemia it e
pd = 1 PEEP=16cmiH,0,
ventilagao — Deplegiode  VILI  vy=6mirkg, Divisio Aleatéria Fi0,=0 6, Histologia, Relagio
mecanica com - surfactante PEEP=16cmH;0, dos grupos FR (pH>7 30) WID
V,=10mlikg, Fi,=086,
LE=1-1, FR (pH=730)
FiD,=,
PEEP=5mH,0

Figura 7. Protocolo Experimental do Segundo Estudo {&lemanha). RM: Manobra de recrutamento; VILIE: les3o induzida pela
ventilacio mecanica; V1. volume corrente; |;E: Relacdo inspiratdria e expiratina; FiQ; Fracdo inspirada de oxigénio; PEEF:
pressao positiva ao final da expiracdo; FR: Freqiéncia respiratoria; Relacio W/D: Relacao peso umido/peso seco.
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4.2.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

ApoOs a instrumentagcdo e preparagdo (Figura 7), os animais foram
submetidos a uma manobra de recrutamento (RM) de 30 cmH>O por 30
segundos seguida por 15 minutos de ventilagcdo mecanica até a estabilizacéo
dos parametros de troca gasosa e hemodinamicos (BASAL 1).

A LPA foi induzida por meio de deplecdo de surfactante (LACHMANN
1980; MARGARSON & SONI 2002) até que a relacdo PaO,/FiO, alcangasse
um valor < 150 mmHg por 30 minutos. Depois da indugéo da LPA por lavagem,
todos os animais foram submetidos ao protocolo de VILI, caracterizado por 5
minutos de ventilagdo mecéanica com os seguintes parametros: AP = 60 cmH,0
sem exceder um V1 = 40 ml/kg de peso corporal, PEEP = 0 cmH;O, FR = 10
irpm, FiO2 = 1. Ap6s os 5 minutos, os animais foram ventilados com 0s mesmos
parametros da situagdo BASAL 1, com o objetivo de alcangar uma relagéo <
100 mmHg por 15 minutos. Apos inducdo da VILI, os dados funcionais foram
coletados (LESAO). Os animais foram ventilados em uma estratégia ventilatoria
protetora no modo presséo controlada (PCV) com os seguintes parametros: AP
para atingir um V1 de 6 ml/kg, frequéncia respiratoria (FR) ajustada para manter
pH > 7,30, onda de fluxo desacelerada e uma combinacdo de PEEP = 16
cmH,0 e FiO, = 0,6 de acordo com o protocolo do ARDSnet (NIH 2000). ApGs
15 minutos de estabilizagéo, os dados funcionais foram coletados (BASAL 2).
Depois da aquisi¢do dos dados funcionais, todos os animais foram submetidos
a drenagem de sangue através da linha arterial por aproximadamente 20
minutos para uma reducéo de 25% do volume sanguineo estimado (HANNON
1990). O sangue foi estocado em bolsas Composelect ® EK (Fresenius, Bad

Homburg, Alemanha) na temperatura da sala, para possivel uso posterior.
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Posteriormente, os dados funcionais foram coletados (BASAL 3) e a infusédo
basal de ringer acetato foi reduzida para 2 ml/kg/h. A seguir, os animais foram
divididos aleatoriamente para um dos trés grupos: 1) Ringer Acetato © (RA)
(Serumwerk Bernburg, Bernburg, Alemanha); 2) Gelafundin (GEL) (Gelafusal
4%°®, Serumwerk Bernburg, Bernburg, Alemanha); 3) Hidroexitil Starch (HES)
(6% em RA, HES 130/0.4, HAES-steril® Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Alemanha). A restauracao de fluidos foi realizada até que 70-80% do indice do
volume sanguineo intratoracico (ITBVI) do valor BASAL 2 fosse atingido. O
tempo de restauracdo volémica foi similar ao tempo de drenagem de sangue,
em torno de 20 min. Quando os parametros hemodinamicos foram
estabilizados, a taxa de infusdo basal de fluidos em todos os grupos foi mantida
a menor possivel a fim de manter o ITBVI na faixa de 70-80% do valor BASAL
2 em todos os grupos, todavia, ndo permitindo um valor de PAM abaixo de 60
mmHg. ApoOs essa etapa, os animais foram submetidos a estratégia ventilatoria
protetora (V1 = 6 ml/kg, Presséo de platé < 30 cmH,O, PEEP = 16 cmH,0, FiO,

= 0,6, FR para manter pH > 7,30) por 4 horas.
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Inducdo de LPA

Ajuste da Ventilagdo Mecénica; V;=6ml/kg,
PEEP=16cmH,0, Fi0,=0,6, FR para manter
pH>7,30

Drenagem de sangue para induzir redugéo de
25% do volume sanguineo estimado,

hipovolemia
Infuséo de Infusdo de Infusdo de Hidroxietil
Cristaloides (RA) Gelafundin (GEL) Starch (HES)

Ajuste da Ventilagdo Mecénica; V;=6ml/kg,
PEEP=16cmH,0, Fi0,=0,6, FR para manter
pH>7,30 por 4 horas

Figura 8. Representacdo esquematica dos grupos do segundo estudo
(Alemanha). LPA: Leséo pulmonar aguda; Vr: Volume Corrente; FiO,: Fracdo
inspirada de oxigénio; PEEP: pressdo positiva ao final da expiragédo; FR:
frequéncia respiratoria; RA: Ringer Acetato.

4.2.3 ANALISE DOS GASES SANGUINEOS

As amostras dos sangues arteriais e venosos mistos foram analisadas
usando o ABL 505 (Radiometer, Copenhague, Dinamarca). A saturagao de
oxigénio e a concentragdo de hemoglobina foram mensuradas usando um
oximetro OSM 3 (Radiometer) calibrado para sangue de suino. O percentual de
shunt (Qva/Qr) foi calculado pela seguinte formula: CcO,-CaO,/CcO,-CvO,. A
oferta (DO,) e o consumo de oxigénio (VO;) foram calculados pelas seguintes

formulas: 10xCaO,xDC, 10xDCx(CaO,-CvOy,), respectivamente.
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4.2.4 PARAMETROS DE HEMODINAMICA

As pressoOes arterial média (PAM), média de artéria pulmonar (PMAP),
venosa central (PVC), de oclusdo de artéria pulmonar (POAP) e abdominal
(PAbd) foram mensuradas. O débito cardiaco (DC) foi calculado com o método
de diluicdo térmica (GAMA DE ABREU 2005). Os indices de agua
extravascular pulmonar (EVLWI) e de volume sanguineo intratoracico (ITBVI)
foram derivados através do sistema PICCO® (COMBES 2004). Um cateter com
um termistor na ponta (Pulsiocath PV2015L20A, Pulsion Medical Systems) foi
conectado na artéria cardtida externa direita ao sistema PiCCO® (verséo 4.1).
O DC e as variaveis volumétricas foram mensurados através da técnica de
termodiluigéo transpulmonar. As medidas foram obtidas por inje¢bes de 10 ml
de solugéo salina fria, em uma temperatura < 8°C, pela extremidade distal do
cateter venoso central localizado na jugular interna com subseqiente detecgéo
pelo termistor implantado na car6tida externa direita. O DC foi calculado pelas
curvas de termodiluicdo de acordo com o principio de Stewart-Hamilton
(NEWMAN 1951). A média de trés medidas consecutivas de DC foi utilizada. O
PICCO® calcula o tempo transitério médio (MTt) e o tempo de descida
exponencial (DSt) da curva de termodiluigcdo. O resultado do produto do DC
com o MTt é o volume térmico intratoracico (ITTV), enquanto o produto do DC
com o DSt € o volume térmico pulmonar (PTV). A diferenca entre ITTV e PTV é
o volume global no final da diastole (GEDV), que representa o volume de
sangue contido nas quatro cdmaras cardiacas:
GEDV = ITTV = PTV = CO x (MTt — DSt) ml (1)

O volume saguineo intratoracico (ITBV) € o volume de sangue das

camaras do coragéo e o volume de sangue dentro dos vasos pulmonares. O
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ITBV tem uma relagéo linear com o GEDV e aquele pode ser calculado deste
valor. Essa relacdo linear entre ITBV e GEDV foi estabelecida em estudos
comparando a medida de agua extravascular (EVLW) através do método de
indicador duplo (Marcador: indocianina verde) e a técnica de indicador térmico
(SAKKA 2000). Nesse método, o GEDV é medido utilizando o método térmico
enquanto o ITBV € mensurado utilizando o marcador (indocianina verde). Esse
marcador se acopla as proteinas plasmaticas e permanece retido no espaco
intravascular e seu volume de distribuicdo entre o local de injegdo, por
exemplo, uma veia central, e o local de detec¢ao, por exemplo, artéria femoral
ou artéria carétida, € igual ao ITBV. Uma relagéo linear foi estabelecida entre o
ITBV e 0 GEDV e pode ser expressa como:

ITBV =a.GEDV + b

Onde o coeficiente especifico a = 1,25 e uma constante especifica b =
28,4 ml/m? foi encontrada para humanos. J& que ha uma relagéo linear entre
GEDV e ITBV, esse pode ser estimado pelo GEDV e, portanto a agua
extravascular pulmonar pode ser calculada pela diferenca entre ITTV e ITBV.

EVLW =ITTV - ITBV

O indice de agua extravascular (EVLWI) é dado pela diviséo:

EVLWI = EVLW/peso corporal (kg)

Portanto, a agua extravascular pode ser derivada da técnica de diluicdo
térmica. Os valores de ITBVI (ml/m? foram normalizados pela &area de
superficie corporal pelo método de Du Bois

[(peso®*?®)x(comprimento®?°)/139,2] (DUBOIS & DUBOIS 1916).

4.2.5 ANALISE DA MECANICA RESPIRATORIA
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As propriedades mecanicas do sistema respiratorio foram estimadas de
acordo com a equacdo do movimento ciclo por ciclo utilizando o método dos
minimos quadrados como demonstrado pela seguinte formula: PVA () =
Rsr.V'(t) + Esr.V(t) +P0O; onde V seria volume, t, o tempo e PO, a presséo da via
aérea ao final da expiracdo. A Rsr e a Esr corresponde a resisténcia e
elastancia do sistema respiratorio, respectivamente. As pressdes de pico (PIP)
e transpulmonar (PL) foram calculadas offline a partir de dados gravados (5

minutos) utilizando rotinas estabelecidas de MatLab (GAMA DE ABREU 2005).

4.2.6 FINAL DO EXPERIMENTO

No final dos experimentos, os animais foram submetidos a infusédo
intravenosa de heparina 1000 IU/kg. Apds essa infusd@o, eles foram mortos
apés administracdo de 2 g de tiopental (Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg,

Alemanha) e 50 ml KCI (1M) (Serumwerk Bernburg, Bernburg, Alemanha).

4.2.7 ANALISE DA RELAGAO PESO UMIDO/PESO SECO (W/D)

O peso do lobo direito médio foi mensurado (peso Umido) e submetido
ao micro-ondas sob uma baixa poténcia (200W) a cada 5 minutos. Se duas
medidas subseqientes ndo apresentassem uma diferengca de 0,002g, era
assumido o peso seco. A relagdo foi medida pela divisdo peso Umido/peso
seco (PETERSON 1982):

W/D = Peso Umido/Peso Seco
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4.2.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada no programa
SigmaStat® para Windows® (V. 3.1) (Jandel Corporation, San Rafael, CA,
EUA). A normalidade dos dados (teste de Kolmogorov-Smirnov com corregao
de Lilliefors) e a homogeneidade de variancia (teste de mediana de Levene)
foram testadas. Quando ambas as condigdes fossem atingidas, foram
aplicados testes paramétricos, caso contrério, testes nao-paramétricos foram
empregados. Os dados de troca gasosa, hemodinamica e mecéanica pulmonar
foram analisados por Andlise de Varidncia (ANOVA) para amostras repetidas
seguidas do teste Tukey. Os dados de relacdo peso Umido/peso seco foram
analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. As
correlagbes entre os dados de troca gasosa [PaO./FiO,, indice de &agua
extravascular (EVLWI)] e a relagdo W/D foram investigadas através da
correlagdo de Pearson. Os dados paramétricos foram expressos como média

(DP). O grau de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS
5.1 PRIMEIRO ESTUDO

O presente modelo de sepse induzido por CLP resultou em uma taxa de
sobrevida de aproximadamente 60% em 48 horas. Nenhum animal morreu
durante o periodo de investigagéao.

Nos grupos HIPO, NORMO e HIPER, a PAM foi estabilizada em 70+£10
mmHg, 100+£10 mmHg, e 130x10 mmHg, respectivamente (Tabela 2). As
menores dimensdes do AD e VCI foram observadas no grupo HIPO e as
maiores dimensbes foram observadas no grupo HIPER (Tabela 2),
caracterizando a diminuicio e a elevagcdo do estado volémico,
respectivamente. O volume sistolico, débito cardiaco e a fragdo de ejecédo
foram semelhantes na situacdo BASAL em todos os grupos (Tabela 3). No
grupo HIPER, observou-se aumento do volume sistélico, débito cardiaco e da
fracdo de ejecdo comparado aos grupos NORMO e HIPO, sem modificagbes
significativas ap0s a aplicacdo do RM-CPAP (Tabela 3).

Na tabela 4, os valores das pressOes parciais de oxigénio (PaO,),
dioxido de carbono (PaCO;) e pH arterial (pHa) além da elastancia estatica
pulmonar (Est,L) sdo compativeis na situacao BASAL-ZEEP em todos os
grupos. Na situagcdo FINAL, a PaO, foi significativamente menor no grupo
HIPER comparada com as outras situagdes (HIPO e NORMO) onde a manobra
de recrutamento ndo foi aplicada. Quando a MR foi aplicada, a PaO, foi
significativamente maior no grupo NORMO comparado ao grupo HIPER. No
grupo HIPER, a PaO, foi maior no subgrupo submetido & manobra de
recrutamento do que naquele ndo recrutado (NR). Entretanto, nos grupos

NORMO e HIPO nenhuma diferenga foi encontrada na PaO, entre o0s
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subgrupos submetidos & MR ou ndo. A PaCO; e o pHa ndo modificaram
significativamente  nos  subgrupos submetidos a MR ou ndo,
independentemente do estado volémico.

A Est,L foi semelhante na situagdo BASAL em todos os grupos (Tabela
4). Na situacao final (FINAL), observou-se aumento da Est,L no grupo HIPER
comparado aos demais sem MR. Apls a aplicacdo da MR, observou-se
diminuicdo da Est,L no grupo HIPO e HIPER. Porém, a Est,L ndo se modificou

apos a MR no grupo NORMO.

A fracdo de colapso alveolar foi significativamente maior no grupo
HIPER (42%) comparado aos grupos HIPO (27%) e NORMO (28%). A
aplicacdo da MR diminuiu o colapso alveolar independentemente do estado
volémico. No entanto, o colapso alveolar foi maior no grupo HIPER (26%)
comparado ao NORMO (17%) e HIPO (12%). N&o houve &reas com

hiperinsuflagdo em nenhum dos grupos (Figura 9 e 10).

A relagdo W/D foi maior no grupo HIPER do que nos grupos HIPO e
NORMO. Apds a MR, a relagdo W/D foi maior nos grupos NORMO e HIPER
(Figura 11).

Nos grupos NR, relagdo W/D teve uma correlagéo positiva com a fragéao
de &rea de colapso alveolar (r=0.906, p < 0.001) e Est,L (r=0.695, p < 0.001), e
negativa com a PaO, (r=-0.752, p < 0.001). Além disso, a fracdo de area de
colapso alveolar teve uma correlagéo positiva com Est,L (r=0.681, p < 0.001) e
negativa com PaO, (r = -0.798, p < 0.001). Nos grupos submetidos ao RM-
CPAP, a relacao de W/D teve uma correlagéo positiva com a fracdo de area de
colapso alveolar (r=0.862, p < 0.001) e Est,L (r=0.704, p < 0.001), enquanto

ndo houve correlagdo com a PaO,. Além disso, a fragdo de &rea de colapso
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alveolar teve uma correlagdo positiva com a Est,L (r=0.803, p < 0.001), mas

nao com a PaO,.

Tabela 2. Pressdo Arterial Média e dimensdes de veia cava inferior e atrio

direito.
BASAL 5 min 10 min 15 min 20 min 80 min
NR(=6) | 11046 10745  77x4* 70+3* 67+3* 6243
HIPO
RM-CPAP| 110£2 9747 76+2" 71+1* 65:2%  63+l1*
(n=6)
NR(=6) | 10418 10146  100#6*  103+6*  1004**  Q7+4*
PAM
(mmHg) NORMO rm-cpaP
g iogy | 103:2 1032 100+2f 10583  96:3f 0542t
NR(NZ6) | 10643 12822+ *# 130s2%*# 13143**# 131#2%*# 12642% *#
HIPER
R'\?H(—:E)A P| 1032 12645+ 120+4*1§ 128+4*F§ 124+2%§ 11745%8
NR(=6) | 16402 1,5¢0,1  1,2¢0,1* 1,0601* 1,0:0,1*  0,9:0,0*
HIPO
R'\?;](EE)AP 16:02 14#01  1,120,1* 09:0,1* 0,820,0  0,740,0*
NR(N=6) | 16:0,1 1,7401  1,6#01  1,720,0% 1,7¢0,0% 1,5:0,0%
Vel
(mm) [NORMOIppm.cpap
gy | 1500  15:00 1400  16:00F 16:00f 14:00%
NR(NZ6) | 1 4+0,0 2,3£0,2% *# 2,6£0,1% *# 2,5:0,3* 4 2,6£0,3* *# 2,6:0,1% *#
HIPER
Rl\?ﬁc—:gﬁp 1,4#0,0 2,1#0,2* $§ 2,5¢0,1* $§ 2,6+0,1* $§ 2,6+0,2* {§ 2,4+0,2* 1§
NR(=6) | 40404 3,9:06  38:04 28:0,2* 2,3%0,3* 2,70,2*
HIPO
R'\?;](EE)AP 42401 3,40,1  3,1#0,0 29+0,0 25%0,2*  3,0:0,0*
NR(=6) | 35100 3,5¢0,0 37:00 35:0,0" 3,60,0% 3,30,0%
AD
(mm) [NORMOIppm.cpap
oey | 36101 35:01  36:00 35:00f 36:00f 35:0,1%
NR(Z6) | 30101  4,840,5 6,140,4* ™4 6,50,4* **# 7,130,4% *4 7,4+0,0% **4
HIPER
R'\?;](EE)AP 4,140,1 O5*05M8 75,0 3¢tg 7240348 7,340,3*1§ 7,1+0,2*1§

Presséo arterial media (PAM) e dimensdes de veia cava inferior (VCI) e atrio
direito (AD) na situagcédo BASAL, durante a indugéo de HIPER ou HIPO (BASAL
até 20 minutos) e ao final dos experimentos (80 minutos). Os animais em cada
situacdo volémica foram novamente divididos aleatoriamente para receber a
MR (RM-CPAP) ou nédo (NR). Os valores sdo médiatEPM de 6 ratos em cada
grupo. *Significativamente diferente da situacdo BASAL (p < 0,05).
tSignificativamente diferente do NR (p < 0,05). **Significativamente diferente
do HIPO-NR (p < 0,05). ¥ Significativamente diferente do HIPO-RM-CPAP (p <
0,05). #Significativamente diferente do NORMO-NR (p < 0,05).
8Significativamente diferente do NORMO-RM-CPAP (p < 0,05).
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Tabela 3. Dados ecocardiograficos

HIPO NORMO HIPER
_ RM-CPAP _ RM-CPAP _ ) _
NR (n=6) (n=6) NR (n=6) (n=6) NR (n=6) RM-CPAP (n=6)
- , BASAL 20+10 20+10 20+10 20+10 20+10 40+£10t8
Débito Cardiaco
(ml.min™%)
FINAL 10+10 10+10 10+10 20+10 60+10* **# 60+10%8

. .,.. BASAL 0,17+0,01 0,13+0,01t 0,13+0,01** 0,13+0,01 0,10+0,05** 0,13+0,01
Volume Sistdlico

ml
(mi) FINAL 0,10+0,01* 0,10+0,01 0,10+0,01 0,13+0,01 0,33+0,01**# 0,26+0,01*t18§

. .. BASAL 74+1 73+3 78+4 744 74+1 68+7
Fracéo de Ejecéo
%

o) FINAL 63+4* 65+1* 71+1 73+1% 86+3* **# 88+3*18§

Dados ecocardiograficos medidos na situacdo BASAL e apo6s 1 hora de VM
(FINAL). Os animais foram divididos aleatoriamente para as situagfes de
hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia (HIPER) com
manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Os valores séo
médiatEPM de 6 ratos em cada grupo. *Significativamente diferente da
situacdo BASAL (p < 0,05). tSignificativamente da situacdo NR (p < 0,05).
**Significativamente do HIPO-NR (p < 0,05). ¥Significativamente diferente do
HIPO-RM-CPAP (p < 0,05). #Significativamente diferente do NORMO-NR (p <
0,05). §Significativamente diferente do NORMO-RM-CPAP (p < 0,05).



Tabela 4. Dados de troca gasosa e elastancia estatica pulmonar.
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HIPO NORMO HIPER
—  RM-CPAP B RM-CPAP B RM-CPAP
NR (n=6) "0 NR (n=6) o6, NR (n=6) 6]
BZAESE'?DL 225+96 190438 164440  228+114 14764 212488
PaO,
(mmHg)
FINAL  466432%  430+69*  485:45¢  537+40%  231420%# 38024218
BZAE?;'?DL 3142 3047 3444 3745 3543 3747
Paco,
(mmHg)
FINAL 34+6 3245 28+9 3743 39+12 35+11
BZAE?;'?DL 730£010 7,23+0,01 7,27#010 7.25¢010 7,24+010  7.22+001
pHa
FINAL 7114010 7,13+001 7,19#010 7,21#0,10 7.23+010  7,22+0,01
BASAL  34+03 32405 3.040.3 3.1+0.3 3.3+0,5 3.3+0,5
Est,L
(cmH,0.ml™)
FINAL 3,104 12401  2.6£01  25+04%f 41074t  2.8+06t

Presséo parcial de oxigénio arterial (PaO,, mmHg), presséo parcial de dioxido
de carbono (PaCO.,) e pH arterial (pHa) mensurados na situagdo BASAL ZEEP
e ap6s 1 hora de VM apés aplicagdo da RM-CPAP ou ndo (NR) (FINAL).
Elastancia estatica pulmonar (EstLl) medida na situacdo BASAL
(PEEP=5cmH,0) e no FINAL. Os animais foram divididos aleatoriamente para
as situagdes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou nédo (NR). Os valores
sdo médiatEPM de 6 ratos em cada grupo. *Significativamente diferente da
situacdo BASAL (p < 0,05). fSignificativamente diferente do NR (p < 0,05).
**Significativamente diferente do HIPO-NR (p < 0,05). fSignificativamente
diferente do HIPO-RM-CPAP (p < 0,05). #Significativamente diferente do
NORMO-NR (p < 0,05). §Significativamente diferente do NORMO-RM-CPAP (p
<0,05).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas de pulmdo corado com
hematoxilina-eosina. Os animais foram divididos aleatoriamente para as
situagbes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Fotografias
foram tiradas em um aumento original de 200X.



83

—— Normal
= Colapso

tt8
_'_ _'_ **#
100 | I = - —— T T
P
S s0 t T T
- T _ = g 118§
= T
= 60 | T
©
-
S 40 |
| —
)
= 2L
0
RM- RM- RM-
NR CPAP NR CPAP NR CPAP
HIPO NORMO HIPER

Figura 10. Fracao de area ocupada por colapso (cinza) e area normal (branca).
Os animais foram divididos aleatoriamente para as situa¢cdes de hipovolemia
(HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia (HIPER) com manobra de
recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Os valores sdo médiatEPM de 6 ratos
em cada grupo. TSignificativamente diferente do NR (p < 0,05).
**Significativamente diferente  HIPO-NR (p < 0,05). fSignificativamente
diferente do HIPO-RM-CPAP (p < 0,05). #Significativamente diferente do
NORMO-NR (p < 0,05). §Significativamente diferente do NORMO-RM-CPAP (p
<0,05).
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Figura 11. Relacdo peso umido/peso seco (W/D) mensurado ao final do
experimento. Os animais foram divididos aleatoriamente para as situagdes de
hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia (HIPER) com
manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Os valores séo
médiatEPM de 5 ratos em cada grupo. tSignificativamente diferente do NR (p
< 0,05). *Significativamente diferente do HIPO-NR (p < 0,05).
FSignificativamente  diferente  do  HIPO-RM-CPAP (p < 0,05).
#Significativamente diferente do NORMO-NR (p < 0,05). §Significativamente
diferente do NORMO-RM-CPAP (p < 0,05).
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Os animais com LPA demonstraram lesdo de organelas citoplasméticas
nos pneumdacitos tipo Il (PIl) e corpos lamelares aberrantes, como também
apoptose de célula endotelial. O desacoplamento da membrana alvéolo-capilar
e a injuria de célula endotelial foram maiores no grupo HIPER comparado ao
grupo HIPO e NORMO (Tabela 5). Quando a MR foi aplicada no grupo HIPER,
observou-se piora do desacoplamento da membrana alvéolo-capilar, como

também exacerbacao da leséo de Pll e do endotélio.

A hipervolemia nédo levou ao aumento no nimero de células apoptdticas
no pulmdo, rim, figado, e células do intestino delgado no periodo estudado (1
hora) (Tabela 6). Quando este grupo foi submetido a MR, houve aumento no
namero de células apoptoticas no pulméo (Tabela 6 e Figura 13). Isso néo foi
observado nas células hepaticas (Figura 14 e Tabela 6), renais (Figura 15 e

Tabela 6) e de intestino delgado (Figura 16 e Tabela 6)

Nos grupos NR, as expressdes de RNAm para IL-6, VCAM-1, e ICAM-1
foram maiores nos grupos HIPER (RM-CPAP e NR) comparado com oS grupos
HIPO e NORMO. As expressdes de RNAm para VCAM-1 e ICAM-1 também
foram maiores nos grupos HIPO (RM-CPAP e NR) comparado ao NORMO,
reduzindo apos a aplicagdo da MR. Além disso, ap6s MR, houve aumento na
expressdo desses mediadores no grupo NORMO. No grupo HIPER, houve
aumento na expressdo de RNAm para VCAM-1 apos a aplicacdo do RM-
CPAP; entretanto, a expressao de RNAm para ICAM-1 permaneceu inalterada.
As expressdes de RNAm para IL-6, IL-1B, PCIIl, e caspase-3 aumentaram apos
a aplicagdo da MR no grupo HIPER, porém néo foi observado aumento na
expressdo de RNAmM desses mediadores nos grupos NORMO e HIPO (Figura

17).
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Figura 12. Microscopia eletrbnica do parénquima pulmonar. Os animais foram
divididos aleatoriamente para as situacbes de hipovolemia (HIPO),
normovolemia (NORMO) e hipervolemia (HIPER) com manobra de
recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). PIll: pneumdcito tipo Il; EN: célula
endotelial. As células tipo Il (PlIl) como a membrana alvéolo-capilar foram
lesadas em todos os grupos. Note que a membrana alvéolo-capilar estd com
uma injuria menor no grupo HIPO-RM-CPAP (seta) comparado com 0s outros
grupos. No grupo NORMO-RM-CPAP, houve um desacoplamento da
membrana alvéolo-capilar (setas). No grupo HIPER-RM-CPAP, note que ha
desorganizacdo dos  componentes  celulares  alveolares  (setas).
Fotomicrografias séo representativas dos dados obtidos das tiras pulmonares
de 6 animais.
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Tabela 5. Andlise semi-quantitativa da microscopia eletronica.

HIPO NORMO (n=12) HIPER (n=12)
_ RM-CPAP _ RM-CPAP _ RM-CPAP

NR (n=6) (n=6) NR (n=6) (n=6) NR (n=6) (n=6)

Membrana > > > 3 3wk g 41§
Alvéolo-Capilar (2-2,5) (2-3) (2-2,25) (2-3) (3-3,25) (3,75-4)

Célula Epitelial > 3 > 3 3 41§
Tipo Il (2-2,25) (2-3) (2-2,25) (2-3) (2,75-4) (3,75-4)

Celula 2 2 2 3 3 wx g 418§
Endotelial (1,75-2,25) (2-3) (2-2,25) (2,75-3) (3-4) (3,75-4)

Achados patolégicos foram graduados em sistema de escore semi-quantitativo
de 5 pontos: O=parénquima pulmonar normal, 1=modificagdes de 1 a 25%, 2=
26 a 50%, 3= 51 a 75% e 4= 76 a 100% de tecido examinado. Os animais
foram divididos aleatoriamente para as situagbes de hipovolemia (HIPO),
normovolemia (NORMO) e hipervolemia (HIPER) com manobra de
recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Os valores sdo mediana (percentil 25-
75%) de 6 animais por grupo. **Significativamente diferente do grupo HIPO-NR
(p < 0,05). t Significativamente diferente do grupo HIPO-RM-CPAP (p < 0,05).
#Significativamente  diferente  do grupo NORMO-NR (p < 0,05).
§Significativamente diferente do grupo NORMO-RM-CPAP (p < 0,05).
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Figura 13. Fotomicrografias representativas de pulméo para anlise de células
apoptéticas (TUNEL). Os animais foram divididos aleatoriamente para as
situagbes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Note que no
grupo HIPER, teve um nimero maior de células apoptéticas comparado com o0s
grupos NORMO e HIPO (setas). Fotografias foram tiradas em um aumento
original de 200X.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de figado para andlise de células
apoptodticas (TUNEL). Os animais foram divididos aleatoriamente para as
situagbes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Fotografias
foram tiradas em um aumento original de 200X.
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de rim para andlise de células
apoptoticas (TUNEL). Os animais foram divididos aleatoriamente para as
situagbes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Fotografias
foram tiradas em um aumento original de 200X.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas de intestino para analise de
células apoptéticas (TUNEL). Os animais foram divididos aleatoriamente para
as situagdes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). Fotografias
foram tiradas em um aumento original de 200X.



Tabela 6. Andlise semi-quantitativa de células apoptoticas.
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HIPO NORMO HIPER
RM-CPAP RM-CPAP RM-CPAP
NR (n=6) NR (n=6) NR (n=6)
(n=6) (n=6) (n=6)
2 2 2 2 3 418§
Pulméo
(2-3) (2-2,25) (1,75-3) (2-3) (2-3,25) (3-4)
2 3 3 3 3 4
Rim
(2-3) (2-3,25) (1,75-3) (2-3) (2,75-3,25) (3-4)
2 2 2 2 2 3
Figado
(2-2,25) (2-3) (2-3) (2-3) (2-3) (2,75-3,25)
Intestino 3 3 3 3 3 4
delgado (2-3) (2,75-3,25) (2-3) (2,75-3) (3-4) (2,75-4)

Anélise semi-quantitativa de células apoptéticas no pulméo, rim, figado e
intestino delgado. Os achados apoptéticos foram graduados como negativo =
0, leve = 1, moderado = 2, alto = 3 e grave = 4 em 10 campos microscopicos
ndo coincidentes (aumento de 400X). Posteriormente, um escore médio foi
calculado (0 = parénquima pulmonar normal; 1 = 1-25%; 2 = 26-50%; 3 = 51-
75%; 4 = 76-100% das estruturas alteradas). Os animais foram divididos
aleatoriamente para as situagbes de hipovolemia (HIPO), normovolemia
(NORMO) e hipervolemia (HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP)
ou ndo (NR). Os valores sdo mediana (percentil 25-75%) de 6 animais por
grupo. tSignificativamente diferente do grupo HIPO-RM-CPAP (p < 0,05).
§Significativamente diferente do grupo NORMO-RM-CPAP (p < 0,05).
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Figura 17. Andlise da reacdo de cadeia de polimease em tempo real das
expressfes de RNAm para caspase-3, interleucina (IL)-6, IL1-B, pro-colageno
tipo Il (PCIII), molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), e molécula de
adeséo vascular 1 (VCAM-1). Os animais foram divididos aleatoriamente para
as situagdes de hipovolemia (HIPO), normovolemia (NORMO) e hipervolemia
(HIPER) com manobra de recrutamento (RM-CPAP) ou ndo (NR). O eixo y
representa o aumento relativo ao grupo NORMO-NR. Valores sdo médiatEPM
de 5 animais em cada grupo. TSignificativamente diferente do grupo NR (p <
0,05). **Significativamente diferente do grupo HIPO-NR (p < 0,05).
FSignificativamente diferente do grupo HIPO-RM-CPAP (p < 0,05).
#Significativamente  diferente  do grupo NORMO-NR (p < 0,05).
8Significativamente diferente do grupo NORMO-RM-CPAP (p < 0,05).



94

5.2 RESULTADOS DO SEGUNDO ESTUDO

Foram realizados 43 experimentos em porcos (32-38 kg), sendo que
desses, os cinco primeiros foram para desenvolver o protocolo, trés morreram
durante a drenagem de sangue, dois durante a deplecdo de surfactante, dois
por pneumotdrax duplo e um excluido por parada cardiorrespiratoria e infuséo
liberal de fluidos para estabilizagdo. Com isso, restaram trinta animais sendo 10
animais por grupo (RA, GEL e HES).

Os animais na situagdo BASAL 1 estavam em condi¢cdes comparaveis
entre os grupos no que tange os parametros de troca gasosa, hemodinamicos
e da mecénica pulmonar (Tabelas 7-9). O nimero médio de lavagem foi 8 + 4
(média £ DP). Apés a deplecéo de surfactante e inducdo da VILI, observou-se
reducédo da PaO,/FiO, (61,3 = 22,8 mmHg) em relagédo a situagdo BASAL 1
(537,1 £ 37,6 mmHg), com concomitante aumento da fracéo de shunt (Qva/Qr)
de 7,8 + 3,4% (BASAL 1) para 24,3 = 7,4% (LESAO) (Tabela 7). Ndo foram
observadas diferencas nos parametros hemodinamicos. Todavia, observou-se
aumento do indice de agua extravascular (EVLWI) de 9,4 + 0,9 para 15 + 2,2
(Tabela 8). Com relagdo & mecéanica pulmonar, foram observados aumentos
significativos das pressdes de pico e transpulmonar, elastancia de sistema
respiratorio e pulméo, e resisténcia de sistema respiratério e pulmdo da
situacdo BASAL 1 em comparacdo a LESAO (Tabela 9).

Apos a inser¢cdo dos animais em uma estratégia ventilatéria protetora
(BASAL 2), observou-se aumento da oxigenagao (151%) e reducéo da fracéo
de shunt (247%) em comparacgéo a situacdo LESAO (Tabela 7). Em relacéo a
hemodinamica, foi observada reducdo do EVLWI (20%) sem modificagdes

significativas nos outros parametros (Tabela 8). J4& na mecénica pulmonar,
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foram observadas redugdes da pressao transpulmonar (61%) e elastancia
dindmica do pulmdo (79%) sem grandes modificagbes ao longo do
experimento. Ap0s a drenagem de 25% do volume sanguineo estimado
(BASAL 3), observou-se reducdo do indice do volume de sangue intratoracico
[ITBVI, de 592,7+49,9 ml/m? (BASAL 2) para 502,6+66,4mi/m* (BASAL 3)
(p<0,001)], presséo arterial média [PAM, de 76+11 mmHg (BASAL 2) para
60+10 mmHg (BASAL 3)], débito cardiaco [DC, de 3,7+0,7L/min (BASAL 2)
para 3,1+0,6L/min (BASAL 3)] e aumento da frequéncia cardiaca [FC, de
94+16bpm (BASAL 2) para 115+25bpm (BASAL 3)]. Apés a divisdo aleatoria
dos animais para 0s respectivos grupos, observou-se aumento do ITBVI e
PAM, porém esses valores ndo ultrapassaram a situagdo BASAL 2, mantendo-
se 7,93% abaixo do nivel de normovolemia e 7,91% acima do nivel de
hipovolemia. Em outras palavras, ndo foi evidenciada sobrecarga hidrica em
nenhum dos grupos e nem foi observada restricdo intensa de fluidos, o que
pode ser evidenciado pelos valores de PAM e débito urinario (DU) (>0,5
ml/kg/h) (Tabela 8). Em relacdo a troca gasosa, observou-se aumento da
oxigenagao e reducéo da fragcdo de shunt, independente do tipo de terapia (RA,
GEL e HES). Além disso, demonstrou-se diminuigdo dos niveis de hemoglobina
em todos os grupos em relacéo a situacdo BASAL 3 (Tabela 7) e aumento da
pressao abdominal (PAbd) em todos os grupos, independente da terapia
(Tabela 8). Além disso, o indice de agua extravascular pulmonar (EVLWI)
diminuiu em todos os grupos em relacdo a situacdo BASAL 2, ndo sendo
diferente entre as terapias. Entretanto, para manter o mesmo nivel de ITBVI, o

grupo RA recebeu uma quantidade maior de fluidos (2250 + 764 ml) em
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comparagdo com o GEL (704 = 159 ml) e ao HES (837 + 82 ml), sendo a
relacdo destes com RA de 3,22 e 2,67, respectivamente (Tabela 8).

A relacdo W/D do pulméo (Figura 18), foi maior no grupo RA em
comparagao aos outros grupos (GEL e HES).

A Figura 19 ilustra as correlagdes entre os dados funcionais e a relagéo
W/D pulmonar. N&o foi observada correlacdo entre o indice de agua
extravascular (EVLWI) e a relacdo de W/D pulmonar (r = 0,33, p=0.07). Esse,
por sua vez apresentou correlacdo negativa significativa com a troca gasosa (r
= 0,55, p = 0,002). Além disso, o EVLWI apresentou correlagdo negativa com a

troca gasosa (r =-0,37, p = 0,04).
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Tabela 7. Dados da troca gasosa e nivel de hemoglobina.

BASAL1 LESAO BASAL2 BASAL3 RA GEL HES
Pa0./FiO; [537 1437661 3+228"* 154+44 4*T 197 4+66 8%1343,8+99 3*1™#344 4+104 1*17#398 7+82 3" 17#
Dncﬂﬂuq 71634 243+x74* 98261 | 71x267T™ 03261 af£211™ 3,30 8™
1mnow * * * * * ~
(mmHag) 408+2.3 | 95,0£9.5%| 96,7+6,3 04458 01,473 02337 a7 1£7.0
SvO;z (%) | 80,6492 479+146" 565+124*  513+95* 96,1+14 4* 61,812 1" 95,68 1%
DDM * * * * =~ "
(mIOz/min) 902+241 | B654+192% 655, 7£152 3"567,7x1299 045+186 o44+71 603+124
fqom * = * ok
(mIOz/min) 211859 | 249+72* | 227 2%536 | 249+46 4 221+49 21380 262+41
Hb (g/dl) 95:07 10110 103+10% 97+1,0 8,610 8,120 9™ # 84+1 3¢
pHa 744003 732£006* 732005 7.32+x005% 7362006 ™ | 7.37+004*t™¢ 7 33+006™ ™%
—l—nomn * * * Wk - -
(mmollL) 2IA1+20 2471 9% 248+£24 25120 26941 81" | 2832 871™# | 27 42 277#
BE (meg/L) |3,20+222 | 1,6+20* 1,5+2 4% 15+2 2% 3,2+1 81™# 4 62 9" 1% 3.9+2 21™4#
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PaO,/FiO,: indice de oxigenacgdo; Qua/Qr: fracdo de shunt; PaCO,: pressao
parcial de diéxido de carbono; S,0,: saturacdo venosa de oxigenacgdo; DO;:
oferta de oxigénio; VO,: consumo de oxigénio; Hb: nivel de hemoglobina; BE:
excesso de base. BASAL 1: dados basais apés a preparacdo do animal;
LESAO: dados ap6s a lesdo (deplecéo de surfactante e VILI); BASAL 2: dados
apds a insercdo em estratégia ventilatoria protetora; BASAL 3: dados apds a
inducéo de hipovolemia. RA: Ringer Acetato; GEL: Gelafundin (Gelafusal 4%);
HES: Hidroexitil Starch (6% em RA, HES 130/0.4).. Valores sdo médiatDP de
10 animais por grupo. * Significativamente diferente da situagdo BASAL 1 (p <
0,05). t Significativamente diferente da situagdo LESAO (p < 0,05). **
Significativamente diferente da situagdo BASAL 2 (p < 0,05). #
Significativamente diferente da situagdo BASAL 3 (p < 0,05).
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Tabela 8. Pardmetros hemodindmicos e volume infundido.

BASAL 1 | LESAO | BASAL 2 BASAL 3 RA GEL HES
DC(Umin) | 44+11 | 42410 | 37+07* | 310671 3.1+0.0* 3 440 4* 3.6+0.6
FC (hpm) 93+19 g91+14 94+16 115425+ ++ 97+19 98+17 10413
PAM (mmHgl|  74+12 89+10* 7611 60101+ 704128 Bo+T# 77128
hﬂﬂ_ﬁaﬂmw 19+4 3145 30+4* 27+7* 3124+ 3127 31+6*
PVC (mmHg)| 62 743 g+2+ G+1= g+ 1+t# 417 741
hhﬂﬂmw g+2 1042 1022 941 1042 1042 941

PAbd (mmHg)|  5+3 G2 743 743 1544t 15518 | 1123178
DU (m)) 81+¢46 | 385+330° | 520:400° | 500+420F | 997+321°1"# | 1058:661*1+# 1217+325* 14
TBVI{mIm? | 608.2452.0 | 642,5:62.1 | 59274499 | 502.5:66 4*t** | 5332:6141 | 545046367 | 523.0:43 4°1
hﬂ_ﬂ““ 04+00 | 150+2.2  126:21f | 115222t 10,610t | 96:1.9t% | 98+167"
Volume

T ] _ ] - 9950+764 704+1508 | 837:808
E 3.92 2 67
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DC: débito cardiaco; FC: frequéncia cardiaca; PAM: pressao arterial média;
PMAP: pressdo média de artéria pulmonar; PVC: pressdo venosa central;
POAP: pressao de oclusédo de artéria pulmonar; PAbd: pressdo abdominal; DU:
débito urinario; ITBVI: indice de volume sanguineo intratoracico; EVLWI: indice
de agua extravascular pulmonar. BASAL 1: dados basais apés a preparagédo do
animal; LESAO: dados apds a lesdo (deplecdo de surfactante e VILI); BASAL
2: dados apo0s a insergdo em estratégia ventilatoria protetora; BASAL 3: dados
apés a inducdo de hipovolemia. RA: Ringer Acetato; GEL: Gelafundin
(Gelafusal 4%); HES: Hidroexitil Starch (6% em RA, HES 130/0.4). Valores s&o
médiatDP de 10 animais por grupo. * Significativamente diferente da situacéo
BASAL 1 (p < 0,05). tSignificativamente diferente da situagdo LESAO (p <
0,05). ** Significativamente diferente da situacdo BASAL 2 (p < 0,05). #
Significativamente diferente da situagdo BASAL 3 (p < 0,05). *f
Significativamente diferente do grupo RA (p < 0,05).
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Tabela 9. Parametros da mecanica respiratoria.

BASAL 1 LESAO BASAL 2 BASAL 3 RA GEL HES

FR {irpm) 21+3 213 30+0°% 30+0°t 30+0°1 3124t 30+0°%
VT (ml) 388427 083426 | 237.6+224% |2365+222%| 227427+ 233417t 245+21%t
Ve (Lmin | 61212 5,0+1,0 7,107t 7,107t 6,8+0,8 7.2+0,8% 7.3:0,6%
hnh__ﬂu_ 197+26 | 36,8:4,8° 35,122 2* 34,3123 | 327+1.7178 | 32.6:2.51% | 3122618
hnqw_wu_ 10326 | 271:49 | 1682387 16+3,31 14,3216 14,6:2,0°7 | 13,1£2,5t
Eaﬂuﬂ,ﬁa_” 36,7¢8,1 | 92,6+18,8* | 78,8+12.9°T | 74.8+13.2*T | 69,3:8,(°1* | 67.9£10,61* | 57,9+13.91=
FE_MNE: 254186 | 80,0185 | 637:12.9°T | 581:12.9°T | 5442687 | 549:109°F | 451:12,3*t
hnaﬁ%ﬁgm” 85213 16,36,3* 10,323t g.5+21 8,5+1,6°T# | 86214 T# | 8,212 2%T%#
__.nazmwha_i 70513 | 152+62* 9,1+2 2t 8.4+191 | TH151# | T5+1317# | 7.,1:221#
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FR: frequéncia respiratéria; Vr: volume corrente; V’e: volume minuto; PIP:
pressdo de pico de sistema respiratorio; PL: pressdo transpulmonar; E,sr,
elastancia de sistema respiratorio; EL: elastancia dinamica de pulméo; R,sr:
resisténcia de sistema respiratorio; RL: resisténcia de pulméo. BASAL 1: dados
basais ap6s a preparacéo do animal; LESAO: dados apds a lesdo (deplecéo de
surfactante e VILI); BASAL 2: dados ap0s a insercdo em estratégia ventilatoria
protetora; BASAL 3: dados apos a indugdo de hipovolemia.RA: Ringer Acetato;
GEL: Gelafundin (Gelafusal 4%); HES: Hidroexitil Starch (6% em RA, HES
130/0.4). Valores sdo médiatDP de 10 animais por grupo. * Significativamente
diferente da situagdo BASAL 1 (p < 0,05). t Significativamente diferente da
situacdo LESAO (p < 0,05). ** Significativamente diferente da situacdo BASAL
2 (p < 0,05). # Significativamente diferente da situagdo BASAL 3 (p < 0,05).
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Figura 18. Relagdo peso umido/peso seco (W/D). Valores representam
média+DP de 10 animais por grupo.
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Figura 19. Correlacdo entre os dados funcionais. A: Correlagao entre o indice
de &gua extravascular (EVLWI) e ar relacdo peso umido/peso seco (W/D)
pulmonar. B: Correlagé@o entre o indice de oxigenacado (PaO./FiO;) e a relacdo
peso umido/peso seco (W/D) pulmonar. C: Correlacdo entre o indice de 4gua
extravascular (EVLWI) e o indice de oxigenacdo (PaO./FiO,). Cada simbolo
corresponde ao fluido administrado. Valores absolutos de 10 animais por
grupo, totalizando 30 animais; r = indice de correlacdo, p=nivel de significancia.
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6. DiscussAo
6.1 DISCUSSAO DO PRIMEIRO ESTUDO

No primeiro estudo, foram examinados os efeitos da manobra de
recrutamento (MR) em modelo experimental de LPA induzido por ligadura e
perfuracdo de ceco (CLP) em diferentes niveis de volemia. Foi observado que:
1) a hipervolemia aumentou a relagédo de W/D pulmonar e colapso alveolar
levando a diminuicdo da oxigenacdo e Est,L. Além disso, a hipervolemia foi
associada com danos alveolar e endotelial e aumento na expressdo de RNAmM
para IL-6, VCAM-1 e ICAM-1 no tecido pulmonar; 2) A MR reduziu o colapso
alveolar independentemente do estado volémico. Nos animais hipervolémicos,
a MR melhorou a oxigenagéo acima dos niveis observados somente com 0 uso
da PEEP, mas a sua aplicacdo foi associada com piora do dano alveolar e
maior resposta inflamatéria e fibrogénica; e 3) o estado volémico prévio
associado ou ndo & MR néo causou lesdo em 6rgdos periféricos no periodo

estudado (1 hora).

6.1.1 ASPECTOS METODOLOGICOS

Esse € o primeiro estudo a investigar os efeitos da associagdo entre a
MR e o estado volémico na LPA induzida por sepse. Foi utilizado um modelo
experimental de sepse induzido por CLP, o qual é reprodutivel e ocasiona
lesdo de 6rgaos comparavel a observada na sepse cirirgica humana (REMICK

2000; RITTIRSCH 2009).

O estado volémico foi avaliado durante o experimento por meio de
ecocardiografia. Nesse contexto, tem sido demonstrado que a ecocardiografia
fornece importantes informacdes sobre a pré-carga e fungdo cardiaca (MITAKA

1989; YOUN 1999).
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Além disso, foi utilizada frag&o de oxigénio inspirada de 0,3 ao longo do
estudo, a fim de minimizar possiveis efeitos iatrogénicos sobre o parénquima
pulmonar (DOS SANTOS & SLUTSKY 2006). Entretanto, com a finalidade de
evitar possiveis efeitos no desacoplamento da relagédo ventilacao/perfuséo que
pudessem confundir a interpretacdo dos dados de troca gasosa, optou-se por
aumentar a FiO; para 1, cinco minutos antes da coleta de sangue (KULKARNI
2007). Todos os animais foram submetidos & estratégia ventilatéria protetora
para minimizar possiveis intera¢des entre a ventilacdo mecéanica convencional

(12 ml/kg), estado volémico e a MR.

As expressdes génicas de IL-6 e IL-1f no tecido pulmonar foram
determinadas em funcdo do importante papel destes marcadores na
patogénese da LPA/SDRA e VILI (FANELLI 2009). Enquanto a IL-6 se
correlaciona com a gravidade da LPA/SDRA (PANACEK 2004), a IL-1p esta
associada ao grau da VILI (DOS SANTOS & SLUTSKY 2006). Por outro lado, a
expressdo de RNAm para pro-colageno tipo Il foi determinada por ser o
primeiro coldgeno no curso da fibrogénese pulmonar (ROCCO 2001; DE
CARVALHO 2007). Ademais, foi mensurado o nivel da expressdo de mRNA
para caspase-3, que se apresenta elevado em presenca de apoptose (SLEE
1999), ja que esta envolvida na via final da inducdo de apoptose. Finalmente,
os efeitos dos estados volémicos e da MR na expressdo de RNAm para ICAM-
1 e VCAM-1 foram determinados uma vez que essas moléculas de adeséo
estdo envolvidas no acumulo de neutréfilos no tecido pulmonar, exercendo um

papel crucial na patogénese da VILI (MIYAO 2006).

6.1.2 EFEITOS DA VOLEMIA NO PULMAO E EM ORGAOS DISTAIS

Durante o curso da sepse grave é recomendada a ressuscitacao
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precoce e rapida de fluidos (DELLINGER 2008). Porém, na LPA/SDRA ainda
ndo se sabe o melhor manejo da administracdo de fluido. Recomenda-se
administracdo conservadora de fluidos, apés 48 horas, na LPA/SDRA na
tentativa de se diminuir o edema pulmonar e a duracdo da VM, e aumentar a
sobrevida (WIEDEMANN 2006). Entretanto, a restricdo de fluido acarreta
diminuic&o do débito cardiaco e a piora da perfusdo aos 6rgdos distais, sendo
ambas revertidas com um manejo liberal de fluidos. Nossos dados mostram
que a hipervolemia conduziu a um maior grau de leséo pulmonar, mas ndo em
orgaos periféricos no periodo estudado (1 hora). A hipervolemia foi associada
com um desacoplamento mais acentuado da membrana alvéolo-capilar, como
também lesdo de células endoteliais. Por outro lado, a restricdo de fluidos nédo
agravou o dano aos 6rgaos periféricos. Alguns mecanismos poderiam explicar
os efeitos adversos da hipervolemia na lesédo pulmonar: 1) aumento das
pressdes hidrostaticas; e 2) aumento no fluxo e no volume de sangue capilar.
Durante a hipervolemia, o aumento do edema pulmonar foi determinado pela
alteracdo da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar que € um achado
comum em sepse (VAN DER HEIJDEN 2009), associado a alta presséo
hidrostatica induzida pela infusdo macica de fluidos. Na presenca de edema
pulmonar, ha aumento da presséo hidrostatica ao longo do gradiente ventro-
dorsal, que pode promover reducdo das &reas normalmente aeradas,
contribuindo para maior relagéo estiramento/tensao e estresse de cisalhamento
ocasionado pela abertura e fechamento ciclicos das unidades alveolares

(GATTINONI & PESENTI 2005).

Os grupos hipervolémicos apresentaram baixa oxigenagdo e alta

elastancia estatica do pulméo. A reducdo da oxigenacdo pode ser atribuida a
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piora do edema pulmonar e atelectasia. O aumento na Est,L sugere elevagéo
do estresse/estiramento em &reas pulmonares aeradas durante a insuflagéo.
Além disso, como foi utilizado o mesmo volume corrente em todos 0s grupos, a
hipervolemia induziu maior colapso alveolar reduzindo a éarea efetiva de
ventilagdo e induzindo maior estresse de cisalhamento. Nesse contexto, uma
vez que ndo foram observadas é&reas com hiperinsuflacdo o principal
determinante do aumento do estresse pulmonar foi o processo ciclico de

abertura e colapso de alvéolos (DOS SANTOS & SLUTSKY 2000).

O débito cardiaco, volume sistdlico e a fracdo de eje¢do foram maiores
durante a hipervolemia. O aumento do fluxo sanguineo pulmonar também pode
danificar diretamente os pulmdes. Em um modelo de VILI, Lopez-Aguilar e
colaboradores (LOPEZ-AGUILAR 2006) mostraram que a intensidade da
perfuséo pulmonar contribuiu para a formacao de edema pulmonar, distribuicéo
inomogénea da ventilagdo e dano histologico. Nos animais hipervolémicos,
observou-se aumento na expressdo de RNAm para IL-6 no tecido pulmonar.
Isso poderia ser explicado pelo alto fluxo de sangue induzido pela hipervolemia.
Por outro lado, a expressdo de RNAm para PCIll ndo se modificou,
provavelmente pela auséncia de éareas hiperinsufladas (STEIMBACK 2009).
Adicionalmente, as expressfes de RNAm para VCAM-1 e ICAM-1 foram
maiores no grupo HIPER, o que sugere ativagdo endotelial devido ao
estiramento mecanico vascular. Apesar do aumento da lesdo pulmonar e
ativacdo do processo inflamatério, a hipervolemia ndo foi associada com
aumento de lesdo em Orgdos distais. Similarmente, a hipovolemia e
normovolemia, ndo acarretaram lesdo pulmonar adicional. Essa observacéo

corrobora a assertiva prerrogativa de que os pulmdes sdo particularmente
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sensiveis a sobrecarga de fluidos (NEGRINI 2003), exacerbando o dano
membrana alvéolo-capilar, promovendo liberagdo de mediadores na circulagéo
e leséo de orgaos periféricos. Porém, quando a estratégia ventilatoria protetora
é instaurada, a descompartimentalizagdo do processo inflamatorio é limitada

(PLOTZ 2004).

6.1.3 INTERAGOES ENTRE MANOBRAS DE RECRUTAMENTO E VOLEMIA

O conceito de Vy baixo e pressdo limitada de via aérea tem sido
relacionado a diminuicdo da mortalidade em pacientes com LPA/SDRA
(PUTENSEN 2009). Entretanto, h4 controvérsia sobre o uso rotineiro da MR.
Se por um lado a MR pode melhorar a oxigenagéo por outro lado induz efeitos
adversos tais como: leséo epitelial (RIVA 2008) e instabilidade hemodinamica
(FAN 2008). As MRs também podem ser Uteis para a titulagdo da PEEP,
depois de uma desconexdao inadvertida do paciente do ventilador mecanico,
apds a aspiracdo de via aérea (BARBAS 2005) ou quando associadas com

outras manobras como, por exemplo, posigcéo prona (OCZENSKI 2005).

Nos animais analisados, a MR reduziu a fracdo de area de colapso
alveolar e elevando a fracdo de areas normais, independentemente do grau de
volemia. Nesse contexto, estudos experimentais e clinicos demonstraram que o
aumento da aeragdo esta associado com a melhora da mecénica pulmonar
(GATTINONI 2006; HENZLER 2006; CARVALHO 2008). A MR aumentou a
oxigenagao durante a hipervolemia, provavelmente por ocasionar elevagéo na
quantidade de tecido recrutavel, contribuindo para a efetividade da MR em
reverter atelectasias e diminuir o shunt intrapulmonar. Gattinoni e

colaboradores (GATTINONI 2006) demonstraram efeitos benéficos da MR mais
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pronunciados em pacientes com maior edema pulmonar e atelectasias. J& nos
grupos HIPO e NORMO, a falta de correlacdo observada entre as areas
colapsadas e a oxigenagao depois da aplicacdo da MR poderia ser explicada
pela redistribuicdo da perfusdo pulmonar (CRESSONI 2008; CARVALHO
2009), ja que a abertura das unidades alveolares acarretaram maior redugéo
de perfuséo. Apos a aplicagdo da MR, a Est,L diminuiu no grupo HIPO, sendo
gue essa resposta nao foi observada nos grupos NORMO e HIPER. A melhora
da Est,L no grupo HIPO poderia ser explicada pelo recrutamento alveolar.
Considerando o grupo NORMO, essa auséncia de resposta frente a MR pode
ser devido ao aumento do edema intersticial, com consequiente elevacdo da

Est,L.

A MR aumenta o clearance de fluidos alveolares (CONSTANTIN 2007)
resultando em maior fracdo de alvéolos aerados e diminuicdo da extensédo da
leséo pulmonar (KOH 2005). Nossos dados sugerem que a aplicacdo da MR
nos grupos HIPO e NORMO nédo acarretou lesdo adicional ao epitélio e ao
endotélio pulmonares ou aumento na expressao de mediadores inflamatdrios e
fibrogénicos. Além disso, as MRs induziram aumento na expressdo de RNAm
para VCAM-1 nos grupos NORMO e HIPER, mas nédo de ICAM-1 que foi maior
no grupo HIPER, independentemente da aplicagdo da MR. Por outro lado, no
grupo HIPO ap6s a MR, houve diminuicdo na expressdo de RNAm para VCAM-
1 e ICAM-1, refletindo provavelmente redugdo do estresse de estiramento. A
MR, aumenta, transitoriamente, o estresse pulmonar (HENZLER 2006),
lesando o capilar alveolar, bem como ativando os processos inflamatério e
fibrogénico (RIVA 2008; STEIMBACK 2009). Porém, o potencial da MR em

danificar o pulm@o ainda é um assunto em debate (FAN 2008). Na
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hipervolemia, nossos resultados sugerem que apesar da melhora funcional, a
MR acarreta desacoplamento da membrana alvéolo-capilar, lesdo ao
pneumdcito tipo Il e células endoteliais, como também uma ativacdo das
respostas inflamatéria e fibrogénica. Como previamente discutido, a
hipervolemia per se pode piorar a lesédo pulmonar, especialmente no nivel da
membrana alvéolo-capilar. Nossos resultados sugerem que os efeitos
deletérios da hipervolemia na lesdo pulmonar sdo potencializados pelo
aumento da relagéo de estiramento/tenséo induzido pela MR. O incremento na
expressdo dos diferentes mediadores inflamatoérios ap6s a aplicacdo da MR na
hipervolemia ndo pode ser explicado através do estresse de cisalhamento
determinado pelo processo de abertura e fechamento ciclicos das unidades
alveolares. Na realidade, a atelectasia reduziu ap6s a aplicacdo da MR na
situacdo de hipervolemia. Assim, o aumento na expressdo de genes
relacionados a inflamacdo no pulmdo pode ser resultante da MR per se.
Existem dados contraditérios no que tange o potencial da MR na
descompartimentalizagdo da inflamagdo (TALMOR 2007; HALBERTSMA
2010). Nossos resultados sugerem que a combinagdo da MR com a situagéo
de hipervolemia ndo venha a acarretar lesdo em oOrgdos periféricos. N&o
obstante, n6s ndo podemos extrapolar esses resultados para periodos maiores
de VM e/ou a aplicagdo de outras manobras de recrutamento dos pulmdes.
Ademais, aplicagdes frequentes de MR poderiam acelerar e exacerbar nossos
resultados. Por outro lado, MR com aumento gradual da presséo de via aérea
poderia acarretar menor tensdo e, com isso, reduzir 0 respectivo impacto
biolégico. Certamente, esse assunto merece uma investigacdo adicional. Nos

observamos maior lesdo em pneumadcito tipo Il e maior expressdo génica para
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PCIIl quando os pulmdes foram recrutados na situagéo de hipervolemia. Nesse
contexto, a reexpanséo rapida de unidades pulmonares colapsadas pode expor
os alvéolos a um estresse de tensdo e estiramento estimulando o macrofago a
sintetizar fibras de colageno (GARCIA 2004). Nossos resultados estdo de
acordo com estudos prévios que demonstraram expressdo exagerada de
RNAm para PCIll em pulmdes submetidos a pressdes elevadas de vias aéreas

(DE CARVALHO 2007).

6.1.4 LIMITAGOES DO PRIMEIRO ESTUDO

Este estudo tem algumas limitag6es: 1) ndés usamos um modelo de
sepse induzida por CLP. Assim, nossos resultados ndo podem ser estendidos
aos outros modelos experimentais de sepse, nem diretamente extrapolados
para o ambito clinico; 2) a mortalidade de nosso modelo de sepse foi
relativamente alta (40%). Assim, ndés ndo podemos excluir por completo que
tenha ocorrido um tipo de selegéo natural e uma populagéo “tolerante a sepse”,
sendo a populagéo selecionada ao acaso. Porém, se a hipervolemia foi capaz
de produzir e potencializar a lesdo pulmonar apds a aplicacdo da MR neste
subgrupo, observar-se-ia um efeito mais pronunciado até mesmo dentro de
uma populagcdo menos “tolerante a sepse”; 3) o tempo de observagdo foi
relativamente curto (1 hora), impedindo a extrapolagédo de nossos resultados
aos periodos longos de VM. O periodo de uma hora foi escolhido baseado em
nossa experiéncia com este modelo e levando em conta o tempo necessario
para elucidar alteragbes nas respostas inflamatérias e fibrogénicas devido a
VM em ratos (PASSARO 2009; SADDY 2010). No presente estudo, podemos

especular que os niveis de proteina das citocinas inflamatérias seriam maiores



114

nos pulmdes com hipervolemia (especialmente depois da MR) podendo
alcancar os 6rgéos distais em funcao da descompartimentalizacdo se o periodo
de observagéo fosse estendido; 4) a hipervolemia foi alcangada por infusdo de
Gelafundin (Gelafusin®). Possivelmente, outros resultados poderiam ser
observados com outros tipos de coldides e/ou cristaldides e 5) a MR foi
executada como insuflacdo continua (CPAP). Recentes estudos relatam
diminuicdo da leséo pulmonar e menor adversidade hemodinamica com outros
tipos de MR (STEIMBACK 2009; RIVA 2009; RZEZINSKY 2009). Porém, a

insuflagdo continua é a manobra mais utilizada na pratica clinica (FAN 2008).

6.2 DISCUSSAO DO SEGUNDO ESTUDO

No segundo estudo, foram examinados os efeitos de trés tipos de fluidos
na restauragdo volémica conservadora em modelo experimental de LPA
induzida por deplegéo de surfactante e leséo induzida pelo ventilador mecéanico
(VILI) em curso de hipovolemia moderada. De acordo com os resultados, foi
observado: 1) auséncia de sobrecarga ou restricdo hidrica nos grupos
estudados; 2) maior administragdo de fluidos no grupo RA em relagdo aos
grupos GEL e HES, objetivando-se a manutengcdo do volume sanguineo
intratoracico (ITBVI); 3) aumento significativo da relagdo W/D pulmonar no
grupo RA comparado com GEL e HES considerando-se o mesmo nivel de
ITBVI e 4) ndo foram observadas diferengas significativas nos parametros

funcionais (oxigenagéo e mecanica pulmonar) entre os grupos estudados.

6.2.1 ASPECTOS METODOLOGICOS DO SEGUNDO ESTUDO
No presente estudo utilizou-se modelo de LPA que associou a deplegéo

de surfactante (LACHMANN 1980) & VILI. Esse modelo apesar de ndo estar
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estabelecido na literatura, fornece dados morfofuncionais similares aqueles
observados em humanos com LPA/SDRA. O estiramento provocado pelo Vr
alto apds uma situacao de deplecéo de surfactante pode potencialmente induzir
rupturas na membrana alvéolo-capilar, ocasionando aumento da
permeabilidade vascular, uma caracteristica comum encontrada em pacientes
com LPA/SDRA internados em UTI (BERNARD 2005; VAN DER HEIJDEN
2009). Além disso, esses pacientes comumente necessitam de fluidos para a
correcdo de hipotensdo associada a LPA, ou em funcdo da VM com presséo
positiva. Entretanto, para atingir esse objetivo, é necessaria uma monitorizagédo
hemodinamica adequada. Diferentes métodos para a monitorizacdo
hemodindmica tém sido adotados no manejo de pacientes criticos (PINSKY
2007). Atualmente, existem varias alternativas para a monitorizagdo
hemodinamica em pacientes com LPA/SDRA, sendo o sistema PiCCO®, que se
baseia na termodiluigdo, um dos mais precisos (SAKKA 1999). Nesse contexto,
estudos experimentais sugerem que o indice de volume sanguineo
intratoracico (ITBVI) obtido pelo sistema PiCCO® seria o melhor parametro de
estimativa do volume circulatério sanguineo comparado com as outras
variaveis comumente utilizadas (PVC e POAP) (LICHTWARCK-ASCHOFF

1996; SAKKA 2000; DELLA ROCCA 2002a; DELLA ROCCA 2002b).

A despeito do método utilizado para acessar tais variaveis, o manejo de
fluidos nesses pacientes com LPA/SDRA é assunto controverso (SCHUSTER
1995; RIVERS 2006). Se por um lado, o manejo restritivo de fluidos pode
melhorar a oxigenagéo arterial e a mecanica pulmonar, acelerar o processo de
desmame da VM e melhorar os indices relacionados a morbidade na UTI

(FACTT 2006); por outro, tal estratégia pode piorar ou induzir a instabilidade
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hemodinamica e DMOS (RIVERS 2006). Entretanto, em pacientes com
LPA/SDRA com choque circulatério nas primeiras horas (<48 horas), se
beneficiam de uma reposigcdo macica de fluidos em um curto espago de tempo
(~5,0L nas primeiras 6 horas) (RIVERS 2001). Com base na surviving sepsis
campaign (DELLINGER 2008), permanece a indicagdo pela reposi¢cdo macica
de fluidos, quando h& a presenca de hipoperfuséo periférica, caracterizada por
hipotensdo e niveis de lactato plasmético > 4 mmol/L. Por outro lado, quando
estes parametros néo estdo alterados, indica-se a administragéo conservadora
de fluidos por uma conduta similar aquela adotada pelo estudo FACTT.
Levando em consideragdo o manejo de fluidos tanto em situagcdo precoce
quanto a médio prazo (48 horas), faz-se necessaria uma monitorizagdo
hemodinamica eficaz bem como a determinacgéo do tipo e quantidade de fluidos

a ser empregado.

6.2.2 CONTROVERSIA CRISTALOIDE X COLOIDE

Com o objetivo de estabilizar a hemodindmica e manter a perfuséo
periférica em niveis seguros, utilizam-se cristaléides e colbides. Sabe-se que o
primeiro tem uma tendéncia em reduzir a pressédo coldido-osmética (PCO),
promover extravasamento de fluidos para os pulmdes, principalmente em
situacdes de alta permeabilidade vascular, resultando na formagcéo de edema
pulmonar (ROBERTS 2004) e contribuindo para a descompartimentalizagdo do
processo inflamatério (CAMACHO 2001). J& os coldides, podem aumentar a
presséo coldido-osmotica e podem reduzir o extravasamento de fluidos para os
pulmdes, diminuindo o edema pulmonar (CHOI 1999). Além disso, uma maior

quantidade de cristaléides é necesséaria para atingir a mesma estabilizagdo
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hemodindmica, comparada com os colbides, podendo aumentar o risco de
formagao de edema (MOON 1996). Similarmente, o presente estudo evidenciou
maior quantidade de RA em comparacdo ao GEL (3,22 vezes maior) e HES
(2,67 vezes maior) visando & manutencdo do ITBVI entre os grupos. Varios
estudos experimentais abordaram a controvérsia cristaldide vs. coldide. Nesse
contexto, Di Fillipo e colaboradores (DI FILIPPO 2006) demonstraram que ratos
com LPA submetidos a infusdo com HES (130/0.4, 6%) apresentaram melhora
da hipoxemia e diminuicAo da resposta inflamatéria e oxidativa da leséo
pulmonar, comparada a infusédo de ringer acetato ou gelatina modificada.
Resultados similares, no que concernem as vantagens terapéuticas da
molécula de HES foram encontrados em modelo de isquemia e reperfusdo em
ratos (VARGA 2008). Ademais, apesar de focar na influéncia de moléculas
hipertdnicas e hiperoncéticas sob a formacdo de agregados com HES (130/0.4,
6%) ou gelafundin (4%), Haas e colaboradores (HAAS 2008) compararam
esses fluidos em modelo de choque hemorragico em porcos e demonstraram
que essas duas estratégias possibilitaram restauracdo volémica efetiva apos a
inducdo do choque circulatério. Além disso, esses dois fluidos distintos nao
induziram sobrecarga de volume. O presente estudo, também esta inserido em
um conceito conservador de restauracdo hidrica, mantendo-se o0 mesmo indice
de volume sanguineo intratoracico (ITBVI) nos trés grupos. Entretanto, o
aumento na quantidade de fluidos no grupo RA resultou em incremento
significativo da relacdo peso umido/peso seco (Figura 18). Apesar de néo ter
sido evidenciado aumento no indice de agua extravascular, este nao acarretou
modificagdes na mecanica pulmonar e oxigenagdo. Todavia, observou-se

correlagdo negativa significativa da oxigenacdo com o indice de agua



118

extravascular (EVLWI) (r=-0,37, p=0,043) e a relacdo W/D pulmonar (r=-0,55,
p=0,002) (Figura 19). Por outro lado, ndo foi observada correlagéo significativa
do EVLWI e a relagdo W/D pulmonar, considerado padréo ouro para indice de
edema. Dois fatores poderiam explicar a auséncia nessa correlagédo. O primeiro
fator pode ser o alto grau de edema e injdria pulmonar induzido pelo presente
modelo de lesdo pulmonar (deplegdo de surfactante + VILI). Todos os valores
da relacdo W/D pulmonar estavam acima de 6, um nivel ja considerado muito
alto (MISEROCCHI 2001), sugerindo grave edema pulmonar limitando a
mensuracao precisa da agua extravascular utilizando-se o sistema PiCCO ©. O
segundo fator seria a estratégia ventilatoria adotada durante o presente estudo.
Logo ap6s a inducdo da LPA, os animais cursaram com instabilidade dos
parametros fisioldgicos, como pode ser observada nas Tabelas 7-9 (LESAO).
Para garantir a sobrevida do animal durante o experimento, foi adotada uma
estratégia ventilatoria protetora com reducéo do volume corrente para 6 mi/kg
de peso corporal e aumento da PEEP para 16 cmH;0. O aumento substancial
da PEEP pode influenciar a distribuicdo da perfusdo pulmonar limitando a

acurécia da medida do ITBVI e da EVLWI pelo PiCCO®.

O potencial papel protetor da presséo col6ido-osmética (PCO) pode
diminuir dependendo da alta permeabilidade da membrana alvéolo-capilar na
LPA/SDRA e mesmo os colbides, com suas propriedades biofisicas (LOBO
2010), podem induzir edema intersticial e alveolar (MARGARSON & SONI
2002; MARX 2003; FINFER 2004). Durante a VM com presséo positiva, a
drenagem linfatica pode ser prejudicada (LATTUADA & HEDENSTIERNA
2006) e grandes moléculas de coléide podem diminuir ainda mais o fluxo

linfatico, piorando o edema alveolar (IKOMI 1995; PELOSI 2008). Nesse
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contexto, Heijden e colaboradores (VAN DER HEIJDEN 2009) ndo observaram
diferencas significativas no edema pulmonar e na gravidade da leséo pulmonar
em pacientes sépticos e ndo sépticos em estado de hipovolemia submetidos a
cristaldides ou coldides. Entretanto, foi observado um maior efeito de expanséo
volémica com colbéide do que com cristaldides. Isso sugere que a PCO atuou
em um nivel sistémico e minimizou o extravasamento de fluidos comparado
com a infusdo de cristaldide. O alto extravasamento de liquidos nos pacientes
sujeitos a infuséo de cristaléide comparado com aqueles submetidos a coléides
aparentemente ndo modificou o edema pulmonar, ja que o indice de agua
extravascular (EVLWI) ndo modificou. Entretanto, a possibilidade de que o
EVLWI tenha sido subestimado devido & perda de indicador térmico nas areas
pulmonares lesadas ndo pode ser completamente excluida. O EVLWI é um
parametro derivado de vérias consideragfes (EFFROS 2008), incluindo queda
monoexponencial (uniforme), auséncia de recirculacio e uma relagdo
conhecida entre dois outros parédmetros, o indice de volume sanguineo
intratoracico (ITBVI) e o indice de volume global ao final da diastole (GEDVI).
Em diversos modelos experimentais (CARLILE & GRAY 1984; ROCH 2004) e
em estudos clinicos (GROENEVELD & VERHEIJ 2006), tém-se demonstrado
extensa variabilidade das medidas de EVLWI. Mesmo assim, varios estudos
tém utilizado as medidas de EVLWI como parédmetro de prognéstico no manejo
de ensaios clinicos, (SCHULLER 1991; MITCHELL 1992) sendo que tais
estudos forneceram evidéncias marcantes para a condugéao do estudo FACTT
(WIEDEMANN 2006). Ademais, a vasoconstricdo hipoxica e a gravidade do
modelo de LPA podem ter potencialmente influenciado os valores de EVLWI.

Sabe-se que os porcos, por exibir pouca ventilacdo colateral comparada com
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outras espécies, exibem uma vasoconstricdo hipOxica intensa quando
deparada com hipoxia alveolar grave (KURIYAMA 1984). Logo, essa resposta
exagerada pode comprometer uma das consideragdes propostas por Newman
para as medidas de termodiluigdo transpulmonar (NEWMAN 1951), que seria 0
volume constante das camaras. Além disso, a gravidade do modelo pode ter
contribuido para subestimar os valores de EVLWI, acarretando um extenso
edema pulmonar, que por sua vez, ocasionaria uma maior troca de calor da
salina gelada com as células inflamatérias presentes no espaco extravascular

(BOCK & LEWIS 1990).

Em uma situacdo sem os componentes da inflamagéo pulmonar tais
como alta permeabilidade vascular, recrutamento de células inflamatorias e
edema alveolar, Lobo e colaboradores (LOBO 2010) decidiram estudar a
influéncia desses fluidos (cristaldides, gelafundin, e hidroxietil starch) em
individuos normais, no que tange a capacidade de expans&o volémica. Eles
demonstraram que os col6ides apresentaram uma capacidade maior de
expansdo volémica em comparacdo com os cristaldides e que ndo foi
observada diferenga entres os col6ides, onde 21% e 16% das moléculas de
gelafundin e hidroxietil starch, respectivamente, escaparam para 0 espaco
extravascular. Tradicionalmente, associa-se as moléculas de baixo peso
molecular uma tendéncia maior de atravessar o endotélio vascular quando
comparada com moléculas de alto peso molecular (LAMKE & LILJEDAHL
1976). A molécula de starch é 4,4 vezes maior que a molécula de gelafundin,
no que se refere ao peso molecular. Entretanto, outro componente que parece
estar envolvido nesse mecanimo de extravasamento de fluidos seria o diametro

da molécula e sua relacdo com o poro capilar (OLIVER 1992). Em uma
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situagdo fisiologica, o capilar € composto por poros menores e maiores que
medem de 2,5 nm e 10 nm, respectivamente. Os raios hidrodinamicos da
gelafundin e starch séo de 4,1 nm e 6,1 nm, respectivamente. Isso quer dizer
gue mesmo em uma situacdo normal, ha a passagem de moléculas sintéticas
através dos vasos, pois, ambas, apesar de possuirem grandes diferengas no
peso molecular, os raios hidrodindmicos ndo sao tao distintos. De fato, isso foi
observado, em individuos submetidos ao desafio de diferentes coléides (LOBO
2010), onde as moléculas de gelafundin apresentaram o mesmo grau de
extravasamento vascular do que as de starch. Retornando, para uma situagcéo
de alta permeabilidade e inflamagé&o, essa diferenca entre coldides poderia ser

ainda mais atenuada.

6.2.3 PERSPECTIVAS FUTURAS
Alguns resultados desse estudo encontram-se em fase final de analise,

como por exemplo:

Andlise da expressao de mediadores inflamatoérios (TNF-a, IL-18, IL-6 €

TGF-B);

Analise da presséao colb6ido-osmaética (PCO) plasmética;

Perfil de coagulagdo [Fibrinogénio, tempo de agregacdo plaquetaria

(TAP), tempo de tromboplastina parcial (PTT) ativadal];

Creatinina plasmatica e clearance de creatinina;

Niveis plasmaticos de albumina, lactato, sodio, potassio, cloro,

metaloproteinase 9 (MMP-9).
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7.  CONCLUSOES

No primeiro estudo, em um modelo de LPA induzido por sepse, 0 uso da
MR durante a hipervolemia, reduziu o colapso alveolar e melhorou a
oxigenacdo e elastancia estatica do pulmdo, porém acarretou injaria da
membrana alvéolo-capilar, aumento de edema pulmonar e maior expresséo de
mediadores inflamatérios e fibrogénicos. Nossos dados sugerem que a
hipervolemia, mas ndo a normovolemia ou a hipovolemia, pode induzir como
também potencializar a lesdo pulmonar depois da aplicagdo da MR, apesar de
néo afetar os 6rgéos periféricos. Logo, o estado volémico ou o balango hidrico
positivo deve ser levado em consideragédo durante a aplicacdo das manobras

de recrutamento.

No segundo estudo, observou-se no modelo de LPA induzido por
deplecéo de surfactante e VILI que a restauracdo volémica conservadora néo
resultou em sobrecarga de fluidos apesar da necessidade maior de Ringer
Acetato em comparacdo com Gelafundin e hidroxietil starch, mantendo nives
similares de volume sanguineo intratoracico (ITBVI). Embora, ndo tenha sido
demonstrada na fungdo pulmonar entre os grupos estudados, constatou-se
maior relacdo peso Umido/peso seco no grupo RA, mesmo em niveis similares
de ITBVI, observou-se aumento significativo da relagdo W/D pulmonar no grupo

RA comparado com GEL e HES.
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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
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