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A andlise de moléculas gasosas provenientes de processos inflamatdrios, vem
ganhando destaque nas ultimas décadas, em decorréncia do interesse por modalidades ndo
invasivas de monitorizagdo da inflamagdo pulmonar visando a prevengdo de danos
decorrentes da ventilagdo artificial. Nesta tese, apresenta-se um protocolo de monitorizagao
do monoxido de carbono como marcador inflamatério em um modelo suino de lesdo
pulmonar aguda (LPA). O ar expirado dos animais foi analisado por cromatografia gasosa.
O valor do monoéxido de carbono expirado (eCO) basal foi de 5,10 + 2,58 ppm.Os niveis de
eCO entre os momentos anteriores e posteriores a injuria pulmonar apresentaram diferencas
estatisticas significativas (p<0,01), assim como a comparagdo com o grupo Controle, sem
LPA (p<0,02). Uma relacao significativa foi apresentada entre o eCO e os niveis de
neutrdfilos obtidos do lavado broncoalveolar ( 1=0,71), mas ndo para a mecanica pulmonar
(r=0,19) e os valores gasométricos de PaO, (1=0,12) e PaCO2 (r=0,21). Os objetivos da
identifica¢do da presenga ¢ da quantificacdo do eCO no modelo de LPA proposto foram

atingidos.
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The analysis of gas molecules originated from inflammatory processes is presenting
a growing importance in the last decades, as result of the interest on the noninvasive
monitoring of pulmonary inflammation in order to prevent injuries induced by artificial
ventilation. In this thesis a monitoring protocol is presented to evaluate the carbon
monoxide (CO) as an inflammatory marker of an acute lung injury (ALI) swine model. The
analysis of expired CO (eCO) was performed by gas chromatography. The basal eCO was
5.10 £ 2.58 ppm. The comparisons of eCO prior and after lung injury as well as with the
control group without ALI presented statistical significances (p<0.02 and p<0.01,
respectively). A significant correlation was present between eCO and neutrophils from
bronchoalveolar lavage (r=0.71), but it was not present for the pulmonary mechanics
(r=0.19) and the gasometry of paO, (r=0.12) and paCO2 (r=0.21). The objectives of

identification and quantification of eCO on this ALI model have been reached.
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1 - Introducéo e Objetivos

A detecg¢dao de compostos organicos volateis presentes na respiragdo tem uma longa
histdria, pois desde a Antigiiidade se sabe que o odor da respiragdo humana pode conter
importantes indicios para o diagnostico. Isto se deve ao fato de apenas uma delgada
barreira, a membrana alvéolo-capilar, separar o ar dos pulmdes do sangue. Eram
conhecidos os odores de acetona no paciente diabético, o cheiro de amdnia que acompanha
a faléncia renal e o odor de decomposi¢ao de um abscesso pulmonar (PHILLIPS, 1992).

Entretanto, sem uma analise quimica objetiva, estes testes nao tem eficiéncia sob o
entendimento quantitativo da patologia investigada. Por esta razdo, apenas gases de facil
deteccao foram encontrados na expiracdo humana, como o Didxido de Carbono (COy), que
corresponde a aproximadamente cinco por cento do ar exalado. Como a maioria dos
compostos na respiragdo se apresentam em baixas concentragdes, de partes por milhdo
(PPM) até partes por bilhdo (PPB), a utilizagdo desta pratica diagndstica ficou
comprometida e, sua evolugdo dependeu estritamente do avango tecnologico, do melhor
entendimento das func¢des organicas e da agregacao destas duas areas.

Durante a segunda metade da década de 60 aconteceu, na Russia, a primeira analise
de compostos organicos presentes no ar exalado em humanos (PAREDI et al., 2000). As
pesquisas se intensificaram a partir de 1971, com a constatacdo de que aproximadamente
250 compostos volateis estariam presentes na respiragao normal dos individuos (PAULING
et al., 1971). Estes compostos organicos volateis, como o eteno e o pentano, sdo
procedentes do sangue e, por difusdo passiva através da membrana alveolar, podem ser
eliminados na respiragdo (PHILLIPS et al., 1997). Varios estudos subseqiientes
confirmaram a presenga destes compostos volateis na respiragdo humana (PHILLIPS,
1992).

Devido a uma série de problemas tecnologicos e praticos, a pesquisa nesta area
continuou progredindo lentamente. Por isso, somente em 1991 houve a primeira
identificagdo de um gas enddgeno, o Oxido nitrico, presente no ar expirado de animais e

humanos (DUCKWORTH et al., 1999).



A descoberta de moléculas gasosas provenientes de residuos inflamatérios como o
oxido nitrico (NO), o mondxido de carbono (CO), alcanos e aminas, ¢ a presenca destas
moléculas em diversos processos biologicos, despertou grande interesse da comunidade
cientifica. Estas moléculas passaram a ser utilizadas para monitorar a inflamagdo e os
estresses oxidativos das vias aéreas, sobretudo em patologias como a doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) e a asma.

Em 1993, a asma foi a primeira patologia a ser associada a niveis elevados de NO
exalado, e desde entdo varios estudos foram efetuados tentando descobrir o possivel papel
do NO e do CO na fisiopatologia desta e de outras patologias. Hoje em dia, o NO expirado
¢ o marcador expiratorio mais extensivamente estudado (KHARITONOV et al., 2001a).

Os equipamentos comumente utilizados para se medir a concentracdo dos gases
exalados sdo os analisadores que se valem dos principios da cromatografia gasosa, da
espectrometria de massa, e da associacao entre eles, entre outros. Estes equipamentos sao
capazes de detectar moléculas gasosas em muito baixas concentracdes. As amostras de gas
expirado podem ser inseridas nestes equipamentos através do método on-line , isto é, o
paciente expira diretamente no equipamento, através de um bocal, ou pode ser utilizada a
amostragem 0ff-line, onde se aproveitam amostras do gas exalado acondicionadas em
recipientes especificos (SILKOFF et al., 1999). A variabilidade das técnicas de coleta das
amostras para cada gas e, também, a diversidade dos métodos de andlise acarreta uma falta
de consenso entre as técnicas empregadas. A lacuna deixada por essas discordancias
motivou a Sociedade Tordcica Americana a publicar uma cartilha de recomendacdes sobre
procedimentos para a medida dos gases exalados em diferentes técnicas de investigagdo
(SILKOFF et al., 1999).

Um principio fundamental da analise dos gases exalados ¢ o fato de se tratar de uma
técnica nao invasiva. Esta monitorizagdo ndo invasiva para estudo de marcadores
inflamatdrios presentes na respiragdo ¢ uma Otima alternativa de reduzir os riscos ao
paciente e de diminuir a perturbacdo do sistema visando a prevengdo de danos as vias
aéreas do paciente.

Este trabalho tem como objetivo a identificacdo da presenca e a quantificagdo do
CO no gas expirado (eCO) na Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA),

induzida por acido oléico, em suinos sob ventilagdio mecanica, ¢ sua relagdo com a



mecanica pulmonar e com a presenca de marcadores de inflamagdo no lavado
broncoalveolar (LBA).

Caso se confirme a confiabilidade da técnica na identificacdo dos gases exalados,
esta podera ser empregada para a monitorizagdo de doencas respiratdrias, permitindo uma

intervengao precoce € a minimizacao das complicagdes pulmonares.



2. — Revisao da Literatura

2.1 — Tecnologias em Andlise de Gases.

2.1.1 - Espectrometria de Massa

Um espectrometro de massa ¢ um instrumento que mede a massa de moléculas
individuais ionizadas ou que mede a concentracdo de uma certa substancia presente numa
mistura. A espectrometria de massa ¢ uma técnica analitica usada para identificar
compostos desconhecidos e quantificar materiais conhecidos. A deteccdo de compostos
pode ser realizada em concentragdes muito baixas (uma parte em cada 10'?) em misturas

quimicamente complexas (DUARTE, 2001).

A técnica de espectrometria de massa teve inicio no comeco do século passado com
o tubo de vacuo de J.J. Thomson, onde se demonstrou a existéncia de elétrons. Thomson
observou que a nova técnica poderia ser usada para analisar produtos quimicos. Apesar
desta observacgdo, somente apos trinta anos esta técnica foi utilizada para descobrir is6topos
e medir suas massas. Hoje em dia, o espectrometro ¢ utilizado para auxiliar na identificacao
da composicdo de um géis ou de uma mistura gasosa, podendo-se também medir a

quantidade de cada componente da mistura (ANONIMO, 1967).

r

A amostra de gés ¢ inserida no espectrometro por meio de injegdes de pequeno
volume através de um septo, de silicone ou Teflon®, onde um gas puro ¢ continuamente
carreado. Para que ndo haja contaminagdo, o espectrometro deve operar em um sistema de
vacuo. Uma vez dentro do circuito, as moléculas da amostra sdo bombardeadas por um

feixe de elétrons.

A energia dos elétrons de bombardeamento ¢ geralmente muito maior do que a das
ligagdes que mantém a molécula unida. Entdo, quando um elétron de alta energia choca-se
com uma molécula gasosa, além da ionizacdo, pode haver também quebras de ligacdes,

formando fragmentos. Isto faz com que passem a existir outros ions, juntamente com 0s



ions moleculares intactos. Embora sejam formados ions positivos e negativos, apenas uma
polaridade ¢ analisada a cada vez. As moléculas que ndo foram ionizadas, assim como
fragmentos neutros, sdo bombeados para fora do sistema. Neste método, os ions positivos
sao mais freqiientemente analisados, pois poucos ions negativos sdo formados por esta

técnica em comparagdo com os ions positivos (SPELLER et al., 2001).

Apo6s a ionizagdo, os ions positivos sao coletados pelo detector para dentro de um
analisador. O analisador usa filtros para classificar os ions de acordo com as suas massas,
ou razoes massa / carga selecionadas. Somente estes ions serdo coletados pelo detector
(VEGA-BUSTILHOS et al., 2001). Os analisadores mais usados sdo os de setor magnético,

de tempo de voo e os quadrupolares (Figura 1).

Figura 1 — Filtragem de ions através de um analisador quadrupolo. Adaptado de

SPELLER et al. (2001).

Ao atravessarem o filtro do analisador, os ions com a razdo massa / carga
selecionada passam através do analisador para serem coletados pelo detector, enquanto ions

valores de massa / carga diferente colidem com as barras ou escapam por entre elas.



Depois de passarem pelo analisador, os ions selecionados alcangam o detector, que
consiste em um multiplicador de elétrons, capaz de multiplicar em milhdes de vezes a
corrente produzida por cada ion que o atinge. Assim, a corrente i0nica ¢ transformada em
corrente eletronica, podendo apresentar um ganho superior a 10°, possibilitando a sua
deteccao. Entdo, o sinal amplificado ¢ interpretado por um circuito eletrénico na forma de

um espectro de massa.

Um dos problemas deste tipo de equipamento € em relagdo ao septo, isto ¢, o local
onde sdo injetadas as amostras no espectrometro, que, por ser feito de silicone ou teflon,
pode apresentar vazamentos com o tempo de uso devido as repetidas injegdes. A solugdo €
a troca periddica do mesmo e sangria, mas isto pode ocasionar instabilidades na linha de

base e o aparecimento de picos fantasmas.

2.1.2 - Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa consiste em uma técnica analitica para a separacdo de
compostos volateis através da filtragem de um fluxo de gés por uma fase estacionaria
(solida ou liquida) (Figura 2-a). Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), a cromatografia ¢ um método fisico de separagdo distribuido em duas fases, uma
fica estacionaria, enquanto a outra se move em uma dire¢ao definida. A separagdo ocorrida
na fase estaciondria permite que os compostos sejam separados no espago (MCNAUGHT et

al., 1997).

r

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica com 6Otimo poder de resolucdo, tornando
possivel muitas vezes a analise de dezenas de substancias de uma mesma amostra. Outra
vantagem da cromatografia gasosa ¢ sua sensibilidade. Dependendo do tipo de substancia a
ser analisada e do detector empregado, como os detectores de captura de elétrons, pode-se
conseguir medir em partes por bilhdo, ou mesmo em Picogramas (10™"°g) (MCNAIR et al.,

1969).



A cromatografia gasosa foi empregada pela primeira vez por Ramsey, em 1905,
para separar uma mistura de gases e vapores. Entretanto, foi em 1903 que Mikhail Tswett,
um botanico russo, deu origem ao termo cromatografia ao obter discretas faixas de cores de
pigmentos vegetais em uma coluna cromatografica de carbonato de calcio. O nome da
técnica, cromatografia, ¢ composto pelos termos gregos chroma, que significa “cor”, e
graphein, que significa “escrever”. Apesar do termo “escrever com cores” ndo se aplicar
aos métodos atuais de cromatografia, os mesmos principios de separacdo ainda sdo

utilizados.

Em 1952, Archer Martin e Richard Synge receberam o prémio Nobel de quimica
pelo estudo da cromatografia de separacdo e pela introdu¢do de um novo método, a
cromatografia gas-liquido. Apos a divulgagao dos principios de Martin e Synge, houve um
rapido crescimento deste método de separagdo, identificagdo e determinagao de compostos

volateis, devido a sua sensibilidade, acuracia e simplicidade técnica (ANONIMO, 1967).
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Figura 2 — a) Diagrama mostrando a separagdo da mistura dos componentes A ¢ B
por uma coluna cromatografica. b) Sinal de saida do detector (cromatograma) nos estagios

da mistura. Adaptado de ROVARIL et al. (2000).

As partes basicas de um cromatografo sdo o gas carreador, o controle de fluxo e

pressdo, a porta de inje¢do da amostra, a coluna e o detector.

A cromatografia requer uma fonte de gas de arraste de qualidade e pressao
suficientes para executar as separagdes desejadas. A escolha do melhor gas de arraste ¢
importante porque afeta tanto o processo de separagdo da coluna quanto a performance do

detector. Entretanto, a escolha do gés independe da amostra a ser separada.



Os gases carregadores (fase movel) devem ser quimicamente inertes, secos e de
grande pureza (> 99,98 %), livres de oxigénio e de outros contaminantes em sua
composi¢do. As impurezas de um gas carreador, como vapor d’adgua e ar, podem causar
interacdes com a amostra, deterioracdo da coluna e também podem afetar a performance do
detector. Outro pardmetro importante ¢ a compatibilidade deste gas com o detector, pois
alguns detectores trabalham melhor quando se usam determinados gases (MCNAIR et al.,
1969) e (SCHILLING et al., 1994). Os gases mais usados para a fun¢do de arraste sdo o
hélio (H»), o argdnio (Ar), o nitrogénio (N2) e o hidrogénio (H»).

Se a fase estacionaria ¢ um liquido temos a cromatografia gas-liquido ou
cromatografia de parti¢do, se a fase estaciondria ¢ um so6lido temos a cromatografia gas-
solido ou cromatografia de adsor¢cdo. Em qualquer dos casos a coluna pode ser de
empacotamento ou capilar aberto de silica fundida (Figura 3). A coluna pode ser
empacotada com particulas que agem como retardador da fase estaciondria ou com uma

espécie de coador, feito de uma fina camada de material organico.

Figura 3 - Dois tipos de coluna usadas em cromatografia. O diagrama da esquerda
mostra uma coluna de empacotamento. O diagrama da direita mostra uma coluna de capilar

aberto.



De acordo com ROVARIL et al. (2000), a técnica mais usada em Cromatografia
Gasosa ¢ a eluicao, isto €, uma corrente de gas passa continuamente pela coluna e quando a
amostra vaporizada ¢ introduzida rapidamente nesta corrente de gas, ela ¢ arrastada através
da coluna. Durante a andlise, a temperatura da coluna pode permanecer constante ou sofrer
variagdes. A programag¢dao de temperatura ¢ significativamente importante em
cromatografia gasosa; pois com a variagdo da temperatura podem-se separar as diversas

substancias da amostra que apresentem grande diferenca em seus pontos de ebulicao.

A fase movel, sendo gasosa, atinge um rapido equilibrio com a fase estacionaria,
sendo por isso um sistema altamente eficiente. A vazdo do gas de arraste deve ser constante
durante a andlise para que haja reprodutibilidade nos tempos de retengdo; a analise
quantitativa também ¢ afetada por variagdo de vazao, devido a mudanca nas areas dos picos

(ROVARIL et al., 2000).

As colunas cromatograficas sdo os dispositivos fundamentais de um cromatografo,
que permitem a separacao dos constituintes da amostra. A coluna cromatografica ¢ um tubo
longo, contendo a fase estacionaria. Para obter a separagao dos compostos € necessario que
a coluna seja seletiva, ou seja, que exista uma grande diferenca entre os coeficientes de

parti¢do (ou adsor¢do) das substancias de interesse (EICEMAN et al., 2002).

As substancias presentes na amostra passam através da coluna, onde sdo separadas,
e chegam ao detector, acoplado no fim de uma coluna. A funcdo do detector ¢ medir a
quantidade dos componentes que saem da coluna. Os detectores transformam em sinal
elétrico a variacdo da composi¢ao do géas de arraste na saida da coluna, formando um
cromatograma. Geralmente, um cromatograma ¢ um diagrama de uma fungdo da

concentracao do soluto contra o tempo (Figura 2-b).
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2.1.2.1 — Detectores

O detector ¢ o componente do cromatdgrafo que indica e quantifica os componentes
presentes no gas carreador, apds serem separados pela coluna. Segundo EICEMAN (2000),
apesar da diversidade de detectores existentes, ndo existe um detector ideal para todos os
compostos, embora os de lonizagdo por Chama (FID) e Condutividade Térmica (TCD)
gerem um sinal para qualquer substancia eluida, podendo ser classificados como detectores
universais. Por causa desta caracteristica, estes sdo os detectores mais usados em

cromatografia gasosa.

O TCD consiste em um filamento de tungsténio aquecido pela passagem de uma
corrente elétrica constante. O gas carreador, ao fluir continuamente por este filamento, gera
uma dissipacdo de calor numa taxa constante. Quando o gas da amostra passa pelo
filamento aquecido, a taxa de dissipacdo de calor diminui, aumentando a resisténcia do
filamento a passagem da corrente. Essa mudancga na resisténcia ¢ medida pela diferenga de
voltagem e a alteracdo do sinal gerado forma um pico cromatografico. Este pico varia de
acordo com as mudangas na propriedade de dissipacdo do calor em funcdo da massa

molecular do gas da amostra (MCNAIR et al., 1969) ¢ (EICEMAN, 2000).

No detector do tipo FID, uma chama ¢ mantida através da combustdo de uma
mistura de hidrogénio e ar. Ao passar pelo detector, a amostra sofre combustdo sendo
ionizada. Um potencial elétrico constante ¢ aplicado em eletrodos situados acima da chama,
e, conforme compostos diferentes sofrem combustdo, a condutividade da chama ¢ alterada.
O FID detecta a corrente elétrica gerada e a envia para ampliagdo e geragdo do
cromatograma, baseado no fato de que a concentragdo de cada gas ¢ proporcional ao
numero de ions formados. O FID ¢, em geral, o melhor detector para se analisar compostos
organicos, devido a sua simplicidade e seguranga (POLITZER, 2004) ¢ (OLIVEIRA et al.,
1998)

Segundo EICEMAN (2000), existem ainda varios outros detectores, com respostas

mais especificas e seletivas a determinados compostos, como o detector por captura de
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elétrons (ECD), o detector de chama fotométrica (FPD) e o detector de emissdo atomica

(AED).

VON MUHLEN et al. (2004) ponderam que, além de incentivar o incremento de
novos detectores para sistemas usuais, o avango em Cromatografia e a tendéncia a
miniaturizagdo estdo levando ao desenvolvimento de detectores em dimensdes cada vez
menores, sem perder o objetivo da maior versatilidade possivel em suas utilizagdes de

deteccao de compostos variados.

2.1.3- Condensado Respiratorio

O estresse oxidativo ¢ definido como um aumento a exposi¢do aos agentes
oxidantes ou a diminuigdo da capacidade antioxidante do organismo (HANAZAWA et al.,
2000). Esta alteracao ¢ resultado das doencas inflamatdrias de vias aéreas como a DPOC e

aasma (DE BENEDETTO et al., 2000).

As inflamagdes de vias aéreas desempenham um papel central no desenvolvimento
e progresso de varias patologias pulmonares através da ativagdo de células inflamatorias

como os neutrofilos, eosinofilos e macrofagos.

Para se avaliar o grau de inflamacao das vias aéreas inferiores, métodos tradicionais,
invasivos, de amostragem de secregdes tém sido usados, como a Expectoracao Induzida ou

Escarro Induzido, a broncoscopia e o LBA (HALE et al., 2003).

A “Expectoracdo Induzida” consiste na nebulizagdo de elevadas concentragdes
salinas (3-5%) pelo paciente. Isto estimula a secrecdo pulmonar e, 8 medida que o paciente
tosse, a expectoragdo ¢ coletada e utilizada para analise, como por exemplo, a analise de

celularidade e analise bacteriologica.

O LBA ¢ um procedimento para coletar amostras das vias aéreas menores. Um tubo
¢ inserido no interior de uma via aérea pequena, onde uma substdncia salina (soro

fisiologico) ¢ instilada através do instrumento e, logo apds, succionada juntamente com o
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fluido respiratorio, resultando na coleta de células e algumas bactérias que ficam

misturados na solu¢io (ANONIMO, 1987).

Entre os métodos citados, o LBA tem sido o preferido para se amostrar o fluido de

forracdo epitelial (ELF) do trato respiratdrio inferior (MUTLU et al., 2001).

Ambos procedimentos descritos sdo muito invasivos e causam inflamacdo dos
pulmdes. Além disto, estes métodos ndo se mostram os ideais para se coletar multiplas

amostras, pois podem alterar o conteido do ELF (MONTUSCHI et al., 2002).

O ELF contém cerca de 200 substancias volateis como o NO e o CO (EFFROS et
al., 2002), mas atualmente, os estudos se voltam para a detecgdo das moléculas ndo volateis
presentes no expirado respiratorio, como o peroxido de hidrogénio (H,O,), proteinas,
lipidios e oxidantes; sendo que estas moléculas representam os marcadores biologicos de

varios processos patoldgicos dos pulmoes.

Segundo MUTLU et al. (2001), o ar exalado é saturado de vapor d’agua e
substancias nao volateis do fluido do trato respiratorio inferior sdo transportadas no ar

expirado, sob a forma de particulas aerossais.

Durante a respiracdo normal, os niveis de particulas aerossois provenientes do ELF

~ ’ 3 ‘A L1 ’ 7
sao de 0,1 a 4 particulas/cm’, sendo que o diametro médio dessas particulas ¢ menor que
0,3 um. O niimero de particulas formadas no trato respiratorio depende da velocidade do ar

e da tensdo de superficie do ELF (FAIRCHILD et al., 1987).

O fluido resultante da condensagdo destas particulas, conseguida através do
resfriamento do ar expirado, ¢ conhecido como condensado respiratorio expirado (EBC) ou

apenas condensado respiratorio (BC).

A andlise do condensado respiratério tem recebido recente interesse devido a busca
de um método facil e reprodutivo de se avaliar e monitorar as doengas pulmonares e de vias
aéreas, fornecendo informagdes sobre o estresse oxidativo pulmonar (GESSNER et al.,

2001).

O condensado respiratorio possui vantagens sobre o LBA, pois ¢ um método nao
invasivo, ¢ de menor custo em termos de equipamento, e, geralmente, demanda amostras

mais concentradas do fluido das vias aéreas (CARPENTER et al., 1998).
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A coleta do material envolve o rapido resfriamento do ar expirado, gerando
condensacao do vapor d’agua bem como sua precipitagdo e a incorporagdo das particulas
aerossois do ELF nas superficies frias. Esta precipitagdo possibilita uma amostra do ar

expirado na forma liquida (GESSNER et al., 2001).

A completa condensagdo do ar expirado vai depender do tamanho e¢ da forma da
superficie resfriada, da velocidade do ar que passa por essa superficie e do gradiente de

temperatura (BECHER et al., 1997).

A coleta da condensacdo respiratoria ¢ simples e facil de se executar. Na maioria
dos estudos utilizam-se equipamentos de fabricagdo propria que geralmente consistem de
um bocal conectado a uma valvula unidirecional que evita a contaminagdo das fases
inspiratorias e expiratorias. Entdo, o ar expirado vai para um sistema de coleta (tubo
expiratorio), que fica mergulhado em uma solugédo de resfriamento, podendo ir desde 0 °C
(gelo derretido) até — 20 °C (circuitos refrigerantes). Apds passar por este tubo, o ar
resfriado ¢ condensado e coletado em um recipiente, que ¢ mantido frio (Figura 4). Manter
o condensado frio ¢ importante para a preservacdo de certos mediadores lipidicos e

proteinas presentes no condensado.

Alternativamente, ha um sistema produzido comercialmente conhecido por
EcoScreen (Jaeger, Alemanha), mas que ¢ muito caro e ndo ha evidéncias da vantagem

deste equipamento sobre os de fabricagdo propria.
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Figura 4 - Representagdo de um coletor de condensado. Adaptado de MUTLU et al.
(2001).

Além da variedade de prototipos criados para se coletar o condensado respiratério,
ainda existe uma controvérsia relacionada com as temperaturas de coleta e armazenagem do

condensado.

Os estudos em que foram utilizados os condensadores comerciais EcoScreen,
mantiveram o padrao descrito pelo fabricante, que consiste no resfriamento do sistema e
posterior coleta do condensado em forma de gelo, a temperaturas de —20 °C, com a
estocagem imediata do material a —70 °C. Neste sistema, 10 minutos de respiragdo podem

produzir 1 ml de condensado.

Ha estudos em que se utiliza o equipamento comercial RHES (Jaeger, Alemanha),
que produz ar frio de —15a —18 °C, com um fluxo de até 80 L/m. Nestes estudos, um tubo

duplo de vidro ¢ adaptado ao sistema expiratorio e no final deste tubo ¢ coletado o
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condensado. Apos a coleta, a amostra € estocada a — 70 °C. Nestes estudos foram colhidos,

apos 10 minutos de respiragdo normal, de 1 a 2 ml de condensado.

CARPENTER et al. (1998) adaptaram um tubo de Teflon de 100 cm de
comprimento no ramo expiratério do circuito do ventilador. O tubo foi submerso em um
banho de gelo (4lcool e gelo). Durante um periodo de 30 a 60 minutos foram coletados de 1

a 3 ml de condensado.

CORRADI et al. (2001) utilizaram um condensador de vidro, que consiste num tubo
de vidro duplo, com sua camara interna preenchida com gelo. O ar ¢ expirado pela camara
externa e o condensado ¢ formado na parede de vidro que separa as duas camaras. Durante
15 minutos foram colhidos 0,5 ml de condensado, que foi imediatamente congelado e
armazenado a — 70 °C, em nitrogénio liquido. Segundo este estudo, as amostras ficaram

estocadas durante 15 dias sem perda de atividade enzimatica.

ZAPPACOSTA et al. (2001) desenvolveram um sistema em que um tubo de PVC
era conectado no bocal com uma valvula unidirecional. Na outra extremidade, o tubo se
conectava numa serpentina de vidro, resfriada por um sistema de agua gelada corrente. O

condensado foi armazenado a — 80 °C, em um tubo micropestle (Eppendorf, Alemanha).

GUATURA et al. (2000) utilizaram um tubo plastico imerso num recipiente
contendo uma mistura de gelo seco e etanol. Deste modo, 2 ml de condensado foram
colhidos apds 30 minutos de respiragdo normal. As amostras foram guardadas em gelo

seco, dentro de um congelador, a temperatura de —80 °C.

Segundo HALE et al. (2003), embora temperaturas mais baixas permitam a
formagao de mais condensado, a desvantagem de se congelar a amostra ¢ que ela tera de ser
derretida para a analise, e isto pode causar a desnaturagao de certas proteinas. Sendo assim,
a amostra do condensado deve ser coletada e mantida em torno dos 10 °C, sem que a
amostra apresente um padrao de congelamento superficial (talhar), o que também poderia

trazer dano ao condensado.
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MUTLU et al. (2001) alertam para o fato de que, para algumas substincias
instaveis, como os leucotrienos, deve-se utilizar o gelo seco ou o nitrogénio liquido com o

objetivo de manter a temperatura entre —5 ¢ +5 °C.

Dois estudos relataram a preocupagdo com o ar expirado antes mesmo de sua
condensagdo. HALE et al. (2003) aqueceram o tubo expiratorio desde a boca até a camara
de resfriamento para prevenir que ocorresse a condensacdo antes do ar atingir a camara.
Para isto foi utilizada uma fita aquecedora comercial (BriskHeat Corp., Inglaterra),
enrolada no tubo expiratério. Este equipamento possui como vantagens o controle da

temperatura ¢ a flexibilidade do material.

CARPENTER et al. (1998) relataram que, antes de se iniciar os procedimentos de
coleta, o umidificador do ventilador foi retirado. Este procedimento teve como objetivo
evitar uma dissolucao acentuada das amostras pelo excesso de vapor d’agua produzido por

este equipamento.

GESSNER et al. (2001) descreveram outros fatores que influenciam a formagédo e a
coleta do condensado respiratorio. Foi demonstrada que a formagdo do condensado softre
significativa correlagdo com o fluxo respiratério do ventilador. No entanto, nenhuma
relagdo foi encontrada entre a formacgao e coleta do condensado com o peso dos pacientes, a

idade, e os testes de fun¢ao pulmonar.

Vérios marcadores de estresse oxidativo foram encontrados no condensado
respiratorio de individuos normais e se mostraram aumentados em pacientes com diferentes

patologias respiratorias (Tabela 1).

Além de ser um campo de pesquisa em rapido crescimento, a analise do condensado
respiratorio ¢ simples e ndo invasiva, sendo que o fluido coletado representa o fluido de
forragdo do epitélio pulmonar em sua forma aerossol. Outras vantagens sdo a possibilidade
de coleta domiciliar e a analise de compostos nao volateis associados com as patologias
pulmonares. Entretanto, as limitagdes vao além da ndo padronizacao de coletas e analises,
pois o condensado respiratorio ndo ¢ um método que nos determina um local anatdémico

especifico para a inflamagdo. Também ndo ha evidéncias da origem do aerossol (bronquios
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ou via aérea terminal). Outra limitagdo ao método é a possivel evaporacdo das amostras,

levando a um erro de concentragdo, bem como a sua diluicdo no vapor d’agua gerado pelos

umidificadores. Mesmo assim, varios estudos, como os de CORRADI et al. (1999) e

MONTUSCHI et al. (2002), afirmam que este método ¢ util no diagndstico e

acompanhamento de inflamag¢des pulmonares € que mais pesquisas sao necessarias para a

padronizagdo e a defini¢do da utilidade clinica deste método.

Tabela 1 - Marcadores respiratérios encontrados no condensado em diversas patologias.

Condi¢ao Composto Estudos
ZAPPACOSTA et al. (2001);
Fumantes H,0,, 8-Isoprostano BALINT et al. (2001)
DPOC H,0,, citosinas, CORRADI et al. (2001);
8-Isoprostano MUTLU et al. (2001)
Asma H,0,, 8-Isoprostano, MONTUSCHI et al. (1999);

leucotrienos, pH

KOSTIKAS et al. (2002)

Bronquite Cronica

Leucotrienos

MUTLU et al. (2001)

Bronquiectasia

H,0,

KOSTIKAS et al. (2002)

Fibrose Cistica

H,0,, 8-Isoprostano,
nitritos, Interleucina-8

CORRADI et al, (2001);
HO et al. (1998)

SDRA

H,0,, 8-Isoprostano,
Prostaglandina E,

CARPENTER et al. (1998);
ANTCZAK et al. (2002);
MONTUSCHI et al. (2002)

H,0; ¢ o perdxido de hidrogénio; DPOC ¢ a doenga pulmonar obstrutiva cronica; SDRA ¢

a sindrome da angustia respiratoria aguda.
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2.2 — Gases Exalados

2.2.1- Oxido Nitrico

O ¢6xido nitrico, que ja foi considerado um poluente atmosférico, ¢ hoje conhecido
como uma das moléculas de maior relevancia nos mamiferos. O NO ¢ um radical livre

gasoso, produto final do metabolismo de nitratos organicos.

O NO endoégeno atua como molécula sinalizadora dos sistemas neurologico,
cardiovascular e imunologico, desempenhando um importante papel na fisiopatologia

respiratoria (SANCHEZ et al., 2001).

O oxido nitrico ¢ produzido no sistema bioldgico por um grupo de enzimas
chamadas 6xido nitrico sintase (NOS). Essas enzimas catalisam a arginina e o oxigénio
molecular em citrulina e 6xido nitrico. Postulou-se, entdo, ser a L-arginina a fonte de NO

(RUTGERS et al., 1999).

Todas as trés subclasses de NOS conhecidas foram detectadas em células do sistema
respiratorio humano, desde as células do epitélio vascular pulmonar e epitélio das vias

aéreas até os macrofagos alveolares (ASANO et al., 1994).

GUSTAFSSON et al. (1998) mediram a presenga do NO do ar expirado de coelhos,
porcos e humanos. Neste estudo concluiu-se que o NO tinha um papel regulador da
vascularizagdo pulmonar, bem como se sugeriu um carater de defesa deste gas na

patofisiologia pulmonar.

Dois anos depois, ALVING et al. (1993) descobriram que a maior parte do NO
expirado ¢ proveniente da regido nasal, com pequena contribui¢do das vias aéreas
inferiores. Neste mesmo estudo foi caracterizada a importancia de se monitorar o NO como
regulador de processos inflamatorios. Este foi o primeiro estudo relacionando o aumento da

concentragdo de NO em pacientes asmaticos. No mesmo ano, BORLAND et al. (1993)
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sugeriram que o NO ¢ derivado da mesma regido pulmonar que o monoxido de carbono

(CO). Este estudo reproduziu com sucesso as técnicas de medi¢cdo do NO do ar expirado.

Buscando confirmar a presenga de NO no ar expirado de humanos, LEONE et al.
(1994) demonstraram que, tanto a andlise através do espectrometro de massa quanto da
cromatografia gasosa, e mesmo a associacdo destes ofereciam evidéncias da presenca deste

gas. O valor médio encontrado foi de 13 ppb em sete homens voluntarios.

Buscando confirmar os niveis elevados do NO em pacientes asmaticos, MASSARO
et al. (1995) determinaram uma concentragdo mais baixa de NO para individuos normais —
6,2 ppb — em uma amostra de 90 homens saudaveis. A concentracdo de NO nos 43
asmaticos estaveis foi significativamente maior — 13,9 ppb. Concluiram que as
concentracdes de NO no ar exalado se mostraram uteis para registrar a severidade da

doenga e a eficacia do tratamento nas primeiras 48 horas.

Como havia sido utilizada amostra de ar misturado, isto €, das vias aéreas superiores
¢ inferiores, MASSARO et al. (1996) coordenaram, um ano depois, um estudo em que se
utilizou um tubo endotraqueal para medir o NO da regido da carina. Neste estudo, indicou-
se que a diferenga de concentracdo do NO, no ar misturado, entre asmaticos e individuos
saudaveis era reflexo da diferenca de concentragdo do NO presente nas vias aérea
inferiores. Os achados da broncoscopia de vias aéreas inferiores confirmaram a

concentragdo de NO em sujeitos saudaveis na faixa de 7,0 ppb (MASSARO et al., 1996).

KHARITONOV et al. (1996) também evidenciaram que os niveis elevados do NO

expirado de pacientes asmaticos eram predominantes das vias aéreas inferiores.

BYRNES et al. (1997) conduziram uma pesquisa na qual encontraram significantes
dependéncias entre os niveis de NO exalado e as condigdes de monitoragdao. Apesar disto,
eles foram capazes de demonstrar que, oposto aos achados de BORLAND et al. (1993), o
NO era produzido nas vias aéreas, € nao no nivel alveolar, ao contrario do didxido de

carbono.
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Tentando encontrar um valor mais preciso da concentracdo de NO exalado,
SILKOFF et al. (1999) conduziram um estudo em que monitoraram 55 pessoas ndo
fumantes. Mesmo com uma nova metodologia, em que o paciente inspirava até a
capacidade pulmonar total e expirava, pela boca, através de um tubo de teflon com
resisténcia conhecida, mantendo o fluxo expiratério constante, foram encontradas variagdes
entre 10,2 ppb até 64,6 ppb nos individuos analisados. Neste estudo, os pesquisadores
concluiram que os niveis de NO expirados ndo teriam relacdo significativa com a idade, o
sexo e o habito de fumar. Quanto a este ultimo fator, estudos posteriores de GOMEZ et al.
(1998) provariam o contrario. Este trabalho apresentou valores elevados para niveis de NO
basal, isto ¢, em sujeitos saudaveis, ndo fumantes. O baixo fluxo expiratério — 2 L/min —
sem resisténcia foi o ponto determinante na contaminagdo do ar expirado pelo ar da
cavidade nasal, como haviam evidenciado KHARITONOV et al. (1996), num estudo

anterior.

Em sua pesquisa, KHARITONOV et al. (1996) demonstraram sua preocupacio com
os diferentes métodos de coleta do NO expirado, que poderiam estar sendo contaminados
com ar proveniente das vias aéreas superiores. Neste estudo, foi usado um carreador de
argonio na cavidade nasal para determinar o grau de contaminac¢ao das amostras. Durante a
expiracao bucal, sem resisténcia ou sem pressdo associada, houve a contaminagdo do ar
expirado com argonio. Esta contaminacao foi atribuida a abertura do palato mole no inicio
da expiracdo. Na técnica de retardo expiratério, em que se expira através de uma
resisténcia, a analise gasosa ndo demonstrou contaminagdo, provando que a moderada
resisténcia promoveu o fechamento do palato mole e, assim, isolando o ar da cavidade
nasal. A melhor manobra, livre de contaminagdo nasal para aquisicdo de NO expirado, foi
confirmada como sendo uma expiragdo lenta, da capacidade vital total até o volume
residual, através de um tubo de pequeno diametro. Em concordancia com este achado,
KIMBERLY et al. (1996) provaram ndo haver diferenca significativa de concentragdes de
NO entre a técnica do isolamento da cavidade nasal através de um baldo de oclusdo inflado
¢ a técnica de retardo expiratorio descrita por KHARITONOV et al. (1996). Os niveis de
NO encontrados também foram similares a outros estudos para individuos saudaveis — 7,0

ppb (KHARITONOV et al. (1996) apud JARVIS et al. (1986)).
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Outro aspecto importante na pesquisa de Kharitonov e colaboradores
(KHARITONOV et al., 1996) foi a validagdo do método de armazenamento do NO
expirado em reservatorios de polietileno, sem que houvesse interferéncia nos resultados
encontrados. De fato, SCHILLING et al. (1994) haviam confirmado ndo haver diferengas
significativas na concentra¢do de NO armazenado em sacolas de polietileno por um periodo

superior a 12 horas.

GOMEZ et al. (1998) mediram as variagdes de NO ambiente e as compararam com
o NO expirado em 20 pessoas sadias. A técnica empregou um tubo plastico, com didmetro
interno de 2 mm, que correspondia a uma resisténcia de 2,5 cmH,0.L™"s. Os niveis de NO
normais foram determinados em 18 ppb. O estudo concluiu que o NO ambiente esta mais
elevado nas primeiras horas da manha e nos periodos de inverno. Apesar de concluir ter
havido pouca influéncia ambiental do NO na variacdo dos niveis de NO no ar expirado,
Gomez e colaboradores aconselham realizar medigdes de NO expirado na auséncia de
grande concentragdo de NO ambiente. Um achado significante deste estudo foi a baixa

concentracao de NO nos fumantes em relagao aos individuos nao fumantes.

Visando complementar a pesquisa de GOMEZ et al. (1998), CORRADI et al.
(1998) realizaram um estudo semelhante, porém com maior critério no controle de vieses,
com 78 voluntarios ndo fumantes, e obtiveram como resultado que, somente haveria
diferencgas significativas no ar exalado em concentragcdes ambientais de NO acima de 35
ppb. Os niveis normais de NO exalados ficaram em 13,8 ppb. Foi demonstrado que, mesmo
na técnica de retardo expiratorio, ha uma contaminagao inicial pelo NO nasal. Nos estudos
de Corradi e colaboradores foram utilizadas sacolas feitas com um filme de poli-vinil
(Tedlar, Estados Unidos). Ficou comprovado que estas sacolas especiais para gases eram
uma excelente alternativa para o armazenamento do NO expirado, confirmando os achados

de SATO et al. (1996).

SHINKAI et al. (2002) demonstraram haver diferencas significativas no NO
expirado ao se aplicar um tempo de apnéia respiratoria entre 10 e 20 segundos, anterior a

expiracdo. Esta diferenga, entretanto, ndo se manteve quando o tempo de apnéia era
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superior a 20 segundos. Foram analisadas 10 pessoas saudaveis, com tempo de apnéia

otimo de 20 segundos e se encontrou uma concentragao platé média de NO + 12,3 ppb.

SANCHEZ et al. (2001) compararam os niveis de NO expirado em 20 individuos
saudaveis, de acordo com diferentes dietas e caracteristicas antropométricas para se
determinar se estas eram as causa da grande variabilidade dos valores normais de NO
encontrados na literatura. Os niveis de NO expirados foram coletados 30 minutos antes de
dietas especificas que eram compostas, respectivamente, por folhas verdes, peixes e carne,
e em jejum. Depois de 30 minutos da ingestdo de suas dietas, foram feitas 3 coletas de
amostras expiratorias, cada uma com intervalo de 10 minutos. As amostras provenientes do
jejum continham o menor nivel de NO; sendo que o nivel mais elevado foi apos a ingestao
de dieta de folhas verdes. Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre
as amostras coletadas nas diferentes dietas, bem como no indice de massa corporal ou no
sexo. A importancia deste trabalho também estd no fato da comprovagdo da técnica de se
utilizar um bocal de 2 cm de diametro para criar uma resisténcia expiratoria, gerando uma
pressdo na cavidade oral entre 15 e 20 cmH,0, durante a expira¢do. Os valores de NO

adquiridos foram de 3 a 12,3 ppb.

2.2.2- Monéxido de Carbono

O CO existe na atmosfera como um gas poluente, produto da combustio incompleta
de combustiveis que possuam Carbono em sua composi¢do, e da oxidagdo de
hidrocarboneto. Os niveis de CO no ar ambiente podem ser significantes e dependentes da

estacdo do ano e da hora do dia, bem como do vento, trafego, industrializagao e altitude.

O CO, como o NO, atua nas agdes biologicas musculares, neurais e no nivel celular,
como inibidor da agregagdo plaquetaria. O CO ¢ produzido em diferentes tecidos pela

degradacdo da enzima heme-oxigenase. Duas formas de heme-oxigenase foram
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caracterizadas, mas a relagdo com o CO exalado (eCO) ainda ndo foi definida (WAGENER
etal., 2003).

A inibicao da NOS, enzima que produz NO a partir da arginina, parece ter efeitos
marcantes sobre o monoxido de carbono, porém uma relacdo ainda ndo foi estabelecida

(CHAPMAN et al., 2001).

A medi¢do do eCO em humanos era usada apenas como um indicador do héabito de
fumar e envenenamento por CO. Em 1972, na Russia, o eCO foi descrito pela primeira vez

como marcador de doengas cardiovasculares, diabetes ¢ nefrite (ZAYASU et al., 1997).

Assim como o NO, o CO expirado possui diversas técnicas de analise, mas parece
haver um consenso quanto ao método de coleta. Proposto por Jarvis, este método ¢ muito
similar a técnica de isolamento da cavidade nasal de KHARITONOV et al. (1996) para
coleta do NO expirado. Na técnica de Jarvis, apds uma expira¢do forcada até a capacidade
residual final, é pedido que o paciente fagca uma inalacdo até a capacidade pulmonar total,
onde a expiragdo ¢ retardada por 20 segundos. Apds este tempo, expira-se rapidamente
através de um tubo. Como descrito anteriormente, a finalidade deste tubo ¢ de promover
uma resisténcia, for¢ando a descida do palato mole, e assim, isolando qualquer
contaminagdo proveniente da cavidade nasal. Este procedimento ¢é repetido por trés vezes,

com um minuto de intervalo, em respiracao tranqiiila, entre as coletas.

ZAYASU et al. (1997) também utilizaram essa técnica numa pesquisa realizada
com o objetivo de medir as alteragdes dos niveis de CO nos pacientes asmaticos. No grupo
controles foram selecionados 30 individuos saudaveis ndao fumantes; enquanto que 60
pacientes asmaticos ficaram divididos em dois grupos, os com tratamento e os sem
tratamento especifico para a asma. ZAYASU e colaboradores (ZAYASU et al., 1997)
encontraram como resultado um valor médio do nivel de CO expirado em torno de 1,5 ppm
no grupo controle e 1,7 ppm no grupo de asmaticos tratados. As medidas se mostraram
reprodutiveis em dias separados para os mesmos individuos, sendo que a variagdo dos
niveis ficou em apenas 1,9 %. Ja no grupo de asmaticos sem tratamento, os valores ficaram
em torno de 5,6 ppm. Este estudo demonstrou como o CO expirado pode ser medido, de

modo confidvel, em individuos saudaveis. Foi entdo registrada a primeira evidéncia de que
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o CO exalado era significantemente aumentado em pacientes asmaticos sem tratamento.
Entretanto, esta pesquisa nao se referiu a contribuicao das vias aéreas superiores nos niveis

de CO do ar exalado.

YAMAYA et al. (1998) investigaram o comportamento do CO nas afecg¢des do trato
respiratorio superior. Dez voluntérios saudédveis, ndo fumantes, foram submetidos a técnica
de Jarvis, e resultados similares foram encontrados quanto ao nivel normal do CO expirado
— 1,2 ppm. Em 20 individuos, diagnosticados com inflamagao do trato respiratdrio superior,
foi encontrado um valor médio significativamente superior ao do grupo controle — 5,6 ppm.
Uma relacdo dos niveis de CO com a severidade da doenga foi sugerida. Examinou-se,
também, a contribui¢do das vias aéreas superiores no CO expirado e foi encontrada uma
diferenca significativa na utilizagdo ou ndo da resisténcia expiratéria. A falta desta
resisténcia mostrou um elevado aumento nos niveis de CO expirado, evidenciando uma

significativa contribuicao da cavidade nasal.

Utilizando uma técnica em que se empregava um tempo expiratério um pouco
maior, entre 20 ¢ 30 segundos, HORVATH et al. (1998) obtiveram valores mais elevados
para os niveis de eCOem individuos saudaveis — 3,0 ppm. Uma caracteristica desta
pesquisa foi a de se colher amostras de CO ambiente antes dos experimentos, subtraindo
estes niveis das concentragdes encontradas das amostras dos pacientes. Este trabalho

também demonstrou a elevada concentragdo de eCO em pacientes com bronquiectasia — 6,0

ANTUNI et al. (2000) estudaram, com sucesso, a potencialidade da técnica de
mensuragdo do CO expirado como indicador nao invasivo de gravidade em pacientes com
fibrose cistica. Foram utilizados individuos saudaveis, pacientes estaveis de fibrose cistica e
pacientes agudizados. O CO ambiente também foi mensurado e subtraido dos valores
médios individuais. Houve diferengas significativas entre o grupo controle e o grupo de
pacientes agudos, 2,0 ppm e 4,8 ppm, respectivamente. De acordo com os outros estudos,
nao houve diferencas do grupo controle para o grupo de pacientes estdveis — 2,7 ppm.
Também se comprovou que a administracdo intravenosa de antibidticos reduz o nivel

expirado de CO para valores iguais aos do grupo de pacientes estaveis, em até sete dias.
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Através do mesmo protocolo, MONTUSCHI et al. (2001) demonstraram um
significativo aumento da concentragdo de CO exalados em pacientes com DPOC — 7,4
ppm. Os valores médios normais de eCO foram de 3,0 ppm. Montuschi e colaboradores
(MONTUSCHI et al., 2001) compararam achados de NO expirado com os de eCO, sem
que conseguisse demonstrar uma relacdo entre os niveis expirados destes gases na DPOC.
Foi preconizado que o CO refletiria apenas um dano oxidativo primario do processo
inflamatoério, sendo o NO um marcador mais geral da inflamacdo, da qual depende o grau

de obstrugao.

Em todos os estudos apresentados, individuos fumantes obtiveram altos indices de
CO expirado, com variagdo entre 7,9 ppm e 21,6 ppm. Esta variacdo pode ser determinada
pela falta de critério em relacdo a homogeneidade do grupo, isto €, ao numero de cigarro
por dia, ao tempo de uso e ao tempo de abstinéncia até a coleta. Mesmo assim, a forte
influéncia do héabito de fumar nos niveis de CO e NO exalados pode ser um limitante do

uso destes marcadores em fumantes (MONTUSCHI et al., 2001).

ZEGDI et al. (2000) realizaram um estudo em que mostraram a estabilidade dos
niveis de CO expirado em pacientes criticos mecanicamente ventilados. Segundo esta
pesquisa, os niveis de eCO se mantém estaveis na ventilagdo mecéanica por um periodo de 4
a 7 horas, em pacientes hemodinamicamente estaveis. Outro achado importante ¢ que a
mudanga abrupta dos niveis da concentracdo de oxigénio no ar inspirado (FiO;), de 21%
para 100%, ¢ acompanhada por uma mudanga nos niveis expirados de CO, que se elevaram
de £ 0,64 ppm até £+ 1,41 ppm, em quinze minutos. A partir dai, os niveis do eCO voltaram

a se estabilizar, por um tempo de até 8 horas de experimento.

26



2.2.3- Outros Gases e Marcadores

ZARLING et al. (1987) detectaram pequenas quantidades de alcanos na respiragdo
humana, e descreveram uma técnica de coleta e analise destes volumes, relacionando os
etanos, propanos e pentanos. Neste estudo foram utilizadas sacolas de polietileno para

coleta e elas preservaram as concentracdes por um periodo acima de 10 horas.

KAZUI et al. (1992) induziram um processo inflamatorio controlado em figado de
porcos vivos e, através da cromatografia gasosa, validaram o uso da medicao do etano

expirado como indicador sensivel, especifico e ndo invasivo de processos lesivos.

HABIB et al. (1995) determinaram os niveis de etano alveolares expirados em
individuos saudaveis nao fumantes e em fumantes imediatamente apos o ultimo cigarro, € a
cada hora subseqiiente, até 3 horas. Foi demonstrado que o fumo aumenta os niveis basais

de etano, em comparacdo com nao fumantes.

LARSTAD et al. (2002) determinaram ¢ validaram um método para o etano
exalado, pentano e isopreno. O método foi baseado em pré-concentragdes em um tubo
solido adsorvente, com amostras de 500 ml e analisado através da cromatografia gasosa. Os
niveis expirados de pentano, etano e isopreno em individuos saudaveis (n = 4) foram 8,1
pmol/l, 11 pmol/l e 2,4 nmol/l, respectivamente. Segundo o autor, o método pode, com
algumas modificagdes, ser usado para determinar moléculas de hidrocarbonetos no ar

exalado.

NORWOOD et al. (1992) pesquisaram a eficacia do método de analise da amdnia
(NHs;) expirada na acidez bucal e de vias aéreas em humanos, e sua relagdo com os efeitos

da poluigao.

HANAZAWA et al. (2000) analisaram indiretamente a concentracdo de metabolitos
do NO pela quantificagdo da nitrotirosina em pacientes asmaticos. Para isto foi usado um
kit enzimatico especifico (EIA) (Cayman Chemical, Estados Unidos). Foi demonstrado que

a nitrotirosina ¢ detectavel no condensado respiratorio de individuos saudaveis (6,3 ng / ml)
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e ¢ significantemente aumentada em pacientes asmatico sem tratamento (15,3 ng / ml). O
NO expirado (eNO) foi medido através de quimiluminescéncia nos pacientes asmaticos e
mostrou-se uma correlagdo entre o eNO e os niveis de nitrotirosina (r = 0,65, p < 0,005).
Como conclusdo, os autores relatam evidéncias de que a andlise da nitrotirosina no
condensado respiratdrio pode ser um marcador mais sensivel do que o eNO, na analise da

contribuicdo do estresse oxidativo na inflamacao das vias aéreas de asmaticos.

BALINT et al. (2001) analisaram os niveis do o NO, ~, outro metabdlito do NO, no
condensado respiratorio de fumantes através de uma reagdo quimica do nitrito com agentes
fluorescentes. Apods esta reagdo, o sinal fluorescente produzido era medido por um
fluorometro (Labtech, Inglaterra). Os achados mostraram que o ato de fumar pode aumentar
os niveis de nitrito por meio do efeito oxidante induzido pela fumaca do cigarro,

contribuindo no dano epitelial das vias aéreas.

CORRADI et al. (2001) utilizaram a interacdo do NO com a glutationa na formagao
do composto nitrosotiol (RS-NOs) para medir os niveis de inflamacao nas vias aéreas. O
RS-NOs foi medido através de um kit comercial de colorimetria (Oxonon, Estados Unidos).
Nos resultados encontraram-se medidas elevadas de RS-NOs nos pacientes asmaticos (0,81
uM) em comparagdo com os individuos do grupo controle (0,11 uM). Também foi
observado o elevado nivel de RS-NOs em pacientes com fibrose cistica (CF) (0,35 uM),
doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (0,24 uM) e em fumantes (0,46 uM). Apesar
dos achados, o estudo ndo conclui se a medida do RS-NOs representa meramente uma
resposta adaptativa ao estresse nitrosativo nas vias aéreas, ou se 0 RS-NOs desempenha

um papel mais ativo na protecdo das vias aéreas contra o estresse oxidativo.

NOWAK et al. (1996) estudaram os niveis de H,O, em pacientes fumantes, com
DPOC estavel em comparagdo com individuos saudaveis. As medi¢des foram feitas através
de espectrofluorometria. O valor médio a concentragdo de H,O, nos DPOCs estaveis foi
dez vezes maior do que nos individuos saudaveis — 0,55 uM e 0,05 uM, respectivamente.
Nao houve diferengas significativas entre fumantes com DPOC (0,44 uM) e pacientes com
DPOC que nunca fumaram (0,49 uM). Baseado neste achado, os autores sugeriram que o

habito de fumar ndo aumentaria a producao de H,O,.
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GUATURA et al. (2000) determinaram os niveis de H,O, em individuos saudaveis
ap6s o fumo. As analises do H,O, foram feitas através de uma reagdo enzimatica com o
composto tetrametilbenzidina (TMB). A reacdo final era analisada com um
espectrofotdmetro (Univicon, Suica). Através da espectrofotometria, mostrou-se que os
niveis basais de H,O, nos individuos saudaveis (0,74 pM) ndo diferiram dos fumantes
(0,75 uM). Apo6s o fumo, o nivel de H,O, dos fumantes elevou-se, em meia hora, para 0,95
uM. Contrariando aos achados de (NOWAK et al., 1998), concluiu-se que o fumo aumenta
o estresse oxidativo, elevando a producdo de agentes reativos do oxigénio, contribuindo

para o desenvolvimento de doencgas associadas ao cigarro.

LOUKIDES et al. (2002) analisaram, com a mesma reag¢ao quimica do HO, com o
composto tetrametilbenzidina (TMB), os niveis de H,O, no condensado respiratério de
pacientes asmaticos. A espectrofotometria gerou, como resultado, que o valor médio de
H,0, estava significantemente aumentado nos pacientes asmaticos (0,67 uM) em relagado
aos individuos saudaveis (0,2 uM). Segundo este estudo, o H,O, ¢ limitado em predizer a
severidade da doenga, visto que depende se os pacientes estdo, ou ndao, em tratamento com
esteroides, pois este faz com que os niveis de H,O, em asmaticos voltem a valores

normais.

VAN BEURDEN et al. (2002) investigaram a sensibilidade e a reprodutibilidade da
medigdo dos niveis de HO, no condensado respiratorio e o efeito da estocagem sobre as
concentracdes de H,O, de pacientes DPOCs estaveis. Apos a coleta, as concentragdes eram
medidas fluorometricamente e o restante da amostra era guardado a — 70° C por periodos de
10, 20 e 40 dias. Os autores relatam que ndo houve diferencas significantes entre as
analises, sendo determinado que as concentragdes de HO, podem permanecer estaveis por

até 40 dias, sob congelamento.

CARPENTER et al. (1998) analisaram os niveis de isoprostanos (8-Isoprostano) em
pacientes com SDRA através da cromatografia gasosa com espectrometria de massa
(GC/MS). Os resultados mostraram que os niveis de 8-Isoprostano em pacientes com
SDRA (87 pg/ml) foram significantemente elevados do que nos individuos saudaveis (7

pg/ml). Um achado importante foi que, neste estudo, os mesmos pacientes eram ventilados
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com diferentes niveis de FiO,, e, apesar disto, as concentragdes de 8-Isoprostano nao

variaram com a fra¢do de oxigénio inspirado.

KOSTIKAS et al. (2002) mediram os niveis de pH em pacientes com doengas
inflamatorias das vias aéreas, correlacionando-os com o 8-Isoprostano e o H,O,. Os niveis
de 8-Isoprostano e de pH foram determinados através de kits enzimaticos comerciais
(Cayman Chemical, Estados Unidos); assim como o H,O; (Sigma Chemicals, Estados
Unidos). Os niveis de pH mostraram-se diminuidos em pacientes com DPOC (7,16) e com
bronquiectasia (7,11) em relagdo aos pacientes com asma (7,43) e aos individuos saudéaveis
(7,47). Encontrou-se uma forte correlacdo negativa entre os niveis de pH e de H,O, (r = -
0,74, p < 0,0002) em pacientes com DPOC. Nao houve correlacdo entre os niveis de pH e
os de 8-Isoprostano em DPOCs. Nos pacientes asmaticos houve correlagdo negativa com o
H,0, (r=-0,71,p <0,0001) e com o 8-Isoprostano (r = - 0,55, p < 0,0002). Em conclusao,
os autores determinaram como sendo critica a consideracdo do pH endogeno quando se

analisar as inflamagdes das vias aéreas em doencas pulmonares inflamatorias.

A medi¢do de uréia na respiracdo vem sendo usada na pratica clinica como
importante método ndo invasivo de deteccdo da inflamagdo bacteriana. Foi demonstrado
que elevados niveis de uréia podem condizer com o estresse oxidativo. E possivel, também,
que a medi¢ao da amonia exalada possa diferenciar infecgdes virais e bacteriais em doengas

pulmonares (GISBERT et al., 2004) e (MALFERTHEINER et al., 2002).

Ainda sdo raros os trabalhos publicados na literatura sobre a influéncia de outros
gases exalados nas doencas inflamatérias, mas os trabalhos ja divulgados seguem o mesmo
caminho dos estudos relativos aos NO e CO expirados, com énfase em doengas como a

asma e a fibrose cistica.

30



3 — Materiais e Métodos

3.1 — Materiais para a Coleta

3.1.1 - Sacolas para Gases

A coleta e armazenagem dos gases exalados foram realizadas em sacolas especiais
(SCK, Estados Unidos), feitas de Tedlar (Dupont, Estados Unidos), modelo 232-01, com
capacidade de armazenagem de 1 litro e valvula tnica, de tor¢do manual. Como o Tedlar ¢
uma pelicula inerte e resistente a permeabilizacdo dos gases, estas sacolas sdo produzidas
especificamente para o armazenamento e transporte de amostras gasosas e, previamente, se
mostraram ser armazenadores estaveis para gases exalados (MASSARO et al., 1996). A
valvula unica de entrada e saida do ar, feita de polipropileno, mantém sua vedagao,
evitando vazamentos e contaminagdes da amostra, A valvula possui um septo de Teflon
(Dupont, Estados Unidos), material quimicamente inerte, para a retirada ou inser¢ao de
amostras gasosas. Segundo o fabricante, a amostra gasosa armazenada nestes recipientes

mantém suas propriedades por um periodo superior a 48 horas (ANONIMO, 2001).

Para ratificar a estabilizagdo dos gases durante o periodo de armazenagem, duas
sacolas foram preenchidas com ar expirado de dois individuos saudaveis, um fumante e
outro ndo fumante, segundo os critérios de Jarvis (KHARITONOV et al., 1996) para coleta
de ar expirado, descritos anteriormente. Uma terceira sacola foi preenchida com ar
proveniente do compressor de ar modelo VS-300 (Barionkar, Brasil) do laboratorio I-140
do Bloco I, COPPE/UFRI, e a seguir, tiveram parte de seus conteidos analisados. As
sacolas, com o restante das amostras nao analisadas, foram guardadas em local fechado por
um periodo aproximado de 48 horas. Apds este tempo, ocorreu nova andlise do contetido
amostral remanescente das sacolas. A Tabela 2 indica as concentragdes do CO de cada

amostragem e suas areas, nos dois momentos da analise.

31



Tabela 2 - Concentragdes do CO de cada amostra, com suas respectivas areas € momentos

da analise.
Analise 1 Analise 2
Amostras
Area 1 Concentragdo 1 Area 1 Concentracgao 2
(ppm) (ppm)
Amostra 1 32 3 41 3
Amostra 2 60 6 69 7
Amostra 3 151 12 128 12

Amostra 1 representa o ar do compressor de ar (Barionkar, Brasil) do laboratério 1-140 do
bloco I da COPPE/UFRJ.Amostras 2 e 3 representam o ar expirado de dois individuos
saudaveis, um ndo fumante e um tabagista, respectivamente. Entre as analises 1 e 2,

decorreram, aproximadamente, 48 horas. A Concentracdo esta representada em ppm.

3.1.2 - Seringas de Vidro

Utilizou-se uma seringa de vidro hipodérmica BD Multifit (Becton Dickinson,
Brasil), com capacidade nominal de 10 ml. A seringa dispunha de um batente em sua
capacidade maxima e bico central com conexdo Luer-Lok de metal. A seringa de vidro tem
a vantagem de ndo ser porosa, como as seringas de plastico, e por isso, ndo reter particulas

gasosas em sua parede. A seringa ndo foi lubrificada.

3.1.3 - Adaptador para Coleta do Gés Exalado

Foi desenvolvido, no Laboratério de Engenharia Pulmonar, um adaptador para a

coleta dos gases expirados (Figura 5). Este dispositivo foi projetado para que as coletas
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fossem realizadas sem alteragdes nas pressoes internas do sistema, como a pressao positiva

ao fim da expiracao (PEEP), e sem a contaminacdo do ar exalado pelo ar ambiente.

O adaptador foi conectado ao circuito expiratorio do ventilador, apos o coletor de
umidade (Figuras 6 e 7). Este coletor ¢ uma peca integrante do circuito expiratorio do

ventilador e tem como fung¢ao reter o condensado do vapor d’agua do ar expirado.

Neste adaptador para coleta de gases foram acopladas, através de tubos de silicone,
as seringas de vidro para a retirada do ar do circuito expiratdrio, uma sacola especial para
gases Tedlar e duas valvulas de trés vias, que, quando combinadas, promovem o
direcionamento do fluxo para a seringa e, posteriormente, desta para a sacola. Esta
associacdo de valvulas de trés vias também impede o escape do ar coletado para o ambiente

€ 0 seu retorno para o circuito ventilatorio (Figura 7 € 9).

Ar o i
expiratorio

Conexdo 1 I:i

aph

Saida A [Q-'—_I-w—‘ Conexao 2

Figura 5 — Diagrama do adaptador para coleta dos gases expirados. A sacola de
gases conecta-se a Conexado 1 e a seringa a Conexdo 2. A saida A pode ser aberta para o
ambiente, e serve para desprezar o ar da seringa sem contaminar o conteudo da sacola ou

influenciar o fluxo expiratorio do animal.
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Figura 6 — Diagrama mostrando o coletor de umidade e o adaptador utilizado para a
coleta do ar expirado. Em A: o ar proveniente do ramo expiratorio, saturado de vapor
d’4gua ¢ direcionado para o coletor. (B): No coletor, o excesso de condensado do vapor

d’agua ¢ retido e, em C, o ar pode ser aproveitado para a amostragem.
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Figura 7 — Fotografia da montagem do adaptador para coleta dos gases expirados e

suas conexdes: 0 ramo expiratorio e o coletor de umidade.
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3.1.4 - Tubos conectores

Como o plastico ¢ um material poroso, os acessorios plasticos podem ficar
contaminados com moléculas dos gases, deixando residuos em coletas futuras. Por este
motivo, foram utilizados tubos conectores de silicone na montagem do adaptador e nas
conexdes dos cromatografos. Além de ndo ser poroso, o silicone ¢ uma substancia inerte,
isto ¢, ndo reage e ndo desencadeia nenhuma rea¢do quando em contato com as moléculas

2as0sas.

3.2 — Montagem Inicial

No inicio de cada experimento, realizou-se a lavagem da seringa de vidro com ar
comprimido seco. Esta lavagem foi feita enchendo e esvaziando a seringa, por pelo menos
10 repeticdes, para evitar que algum residuo de amostragens anteriores pudesse contaminar

0 novo experimento.

Uma lavagem individual das sacolas para gases também foi realizada antes das
coletas, preenchendo-as com ar comprimido e, a seguir, esvaziando seu conteudo até a
totalidade. Através do acoplamento individual de cada sacola a um sistema composto de
tubos de silicone, uma valvula de trés vias e uma seringa BD 60 ml (Becton Dickinson,
Brasil) com bico Luer-Lok e anel de retengdo, foi possivel esvaziar o conteudo das sacolas
até a totalidade. Este procedimento foi repetido pelo menos cinco vezes para cada sacola,
de acordo com as especificacdes do fabricante (ANONIMO, 2000b). Ao final de cada
experimento, ap6s a analise do contetido no cromatdgrafo, repetia-se a lavagem das sacolas,

que eram, entdo, guardadas completamente vazias.
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3.3 — Selecéo e Preparacdo Animal

O protocolo experimental foi desenvolvido para a obten¢do de gases exalados por
fémeas de suinos Landrace/Large White. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ),

processo numero P0165-03.

O sistema para coletas de gases exalados foi incorporado aos experimentos de
controle automatico da ventilagdo mecanica, em porcos ventilados artificialmente, com
peso médio de 19 kg (£ 2 kg), realizados no Laboratério de Engenharia Pulmonar (LEP) do
Programa de Engenharia Biomédica (PEB) da COPPE/UFRIJ (PINO, 2004).

O trabalho de PINO et al. (2004) teve como objetivo desenvolver e testar um
sistema de controle automatico que monitorasse e ajustasse os parametros de um ventilador
pulmonar comercial, em um modelo animal de SDRA induzido por 4cido oléico, como
descrito posteriormente. Neste trabalho, os animais eram separados em dois grupos,
distintos apenas na forma de ventilagdo pulmonar. O grupo denominado “Manual” tinha
sua forma de ventilagdo protetora, seguindo as sugestdes do Consenso Brasileiro de
Ventilagdo Mecanica. O grupo “Automatico” também mantinha uma ventilagao protetora,
com a diferenga de incorporar o ajuste automatico do Volume Corrente ¢ da PEEP, visando
minimizar a lesdo ao tecido pulmonar através da correcdo destes fatores de forma

automatica e dindmica (PINO et al., 2004).

Os grupos Manual e Automatico eram compostos de 6 animais cada, sendo que
deste total, 10 animais foram examinados quanto ao eCO, 6 do grupo Automatico e¢ 4 do
grupo Manual. Os 10 animais examinados quanto ao eCO, caracterizados pela lesdo

pulmonar induzida, foram alocados, no presente trabalho, para o designado grupo SDRA.

Nestes experimentos, 0s animais, previamente anestesiados com cis-quetamina (10
mg/Kg), cloridrato de midazolan (0,5 mg/Kg) e atropina (0,04 mg/Kg), foram posicionados
numa mesa cirtrgica com calha, em decubito dorsal. Um cateter flexivel fornecia o acesso,

via veia auricular, a uma infusao continua de cis-quetamina a 10 mg/Kg/h.

Os animais foram entubados com um tubo endotraqueal de diametro interno entre
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6,0 ¢ 7,0 mm e conectados, através de uma traquéia flexivel, a um ventilador Amadeus
(Hamilton Medical, Suiga), em modo de ventilagdo com volume controlado, com FiO, de
1,0, PEEP de 5 cmH;0, volume corrente entre 6 ¢ 9 ml/Kg e uma freqiiéncia respiratoria
entre 20 e 30 ciclos por minuto. Em seguida, os animais foram paralisados, com uma
infusdo continua de brometo de pancuronio a 2 mg/Kg/h, através de um acesso por cateter
flexivel na veia femural. Bombas de infusdo MiniMax (Hartmann, Brasil) foram utilizadas
para as infusdes continuas de cis-quetamina e de brometo de pancurdnio. A anestesia foi
realizada e monitorizada por médicos veterinarios anestesistas. Uma gasometria era
realizada para verificar os niveis de pH, PaCO, e PaO,, e entdo, a inducdo da SDRA era

realizada.

A SDRA foi induzida por uma infusdo intravenosa de Acido Oléico super puro
(MERCK, Alemanha) com dose inicial de 0,05 ml/Kg, diluidos em 10 ml de sangue e,
quando necessario, doses suplementares de 0,025 ml/Kg eram infundidas até ser
confirmada a presen¢a de injuria pulmonar por uma gasometria arterial, quando a PaO, se
mostrava abaixo de 200 mmHg. Somente apos a caracterizagdo da lesdo os animais eram
separados, pelo critério de ventilagdo, nos grupos Manual e Automatico. Para o grupo
CONTROLE foram selecionados 2 animais normais, sem lesdo pulmonar induzida e

ventilados de forma similar ao grupo SDRA.

3.4 — Medigdes

3.4.1 - Fluxo

O sinal de fluxo foi medido por um pneumotacdgrafo de membrana varidvel para
ventilador Amadeus (Hamilton Medical, Sui¢a) acoplado a um transdutor de pressao
176PCO7HD2 do modulo de transdutores para mecénica respiratoria (MOTRAMERE) n°.
007 (PEB/COPPE/UFRIJ, Brasil).
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3.4.2 — Pressao de Vias Aéreas e Esofagica

A medida do sinal de pressdo de vias aéreas foi realizada por um transdutor
163PC01D48 (Honeywell, Estados Unidos) e a medida do sinal de pressdao esofagica por
um transdutor 143PC01D (Honeywell, Estados Unidos), ambos do MOTRAMERE n°. 007.
Uma linha de base, correspondente a pressio 0 cmH,O foi medida antes de cada

experimento.

Para a medida da elastancia pulmonar, foi utilizado um baldo esofagico (Ackrad
Laboratories, Estados Unidos), que, apos lubrificagdo com Xilocaina, era inserido, vazio e
com a ajuda de uma guia metélica interna, até o processo xifoide esternal. Depois de
posicionado a guia metalica era retirada, e o baldao insuflado com 5 ml de ar, seguido de um
esvaziamento de 3 ml. Com o baldo cheio, 0 mesmo era puxado, lentamente, no sentido da
retirada, até que o sinal de pressdo esofagica pudesse ser visto no monitor de sinais. A
pressdo esofagica era comparada a pressao de boca, com o sistema respiratorio ocluido e
através de uma manobra de expiragdo forcada passiva, que era obtida pela compressao
manual do térax do animal, conforme a técnica de Baydur et al. (1987) (BAYDUR et al.,
1987).

3.4.3 — Monitorizacdo Complementar

Durante o experimento foram monitorizados os parametros de pressdo arterial do

animal, através de um transdutor P23Db (Gould Staham, Estados Unidos).

As pressdes parciais dos gases O,, CO, e N, foram monitorizadas por um

espectrometro de massa respiratério MGA 2000 (Airspec, Inglaterra).

As conexdes que fazem parte do sistema entre o tubo endotraqueal e o ventilador

sdo mostradas na Figura 8.

A medida da saturagdo de pulso de oxigénio foi realizada por um oximetro de pulso
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COSMO (Dixtal, Brasil), e o sensor foi posicionado na orelha, lingua ou na cauda do

animal.

A Pa0O,, PaCO; e o pH sangiiineo foram coletados por via arterial e analisados por
um analisador portatil i-STAT PCA (Abbott, Estados Unidos), que utilizava cartuchos
EG7+ (Abbott, Estados Unidos).

Figura 8 — Conexdes entre o tubo endotraqueal (1) e o “Y” do ventilador (4),
destacando as saidas para o espectrometro de massa (2a), o transdutor de pressdo de vias
aéreas (2b), e o sensor de fluxo do ventilador (3). Veja o texto para uma explicacao

detalhada.

3.5 — Aquisicao dos Sinais e Processamento

A aquisicdo dos sinais foi realizada através do programa de aquisi¢do e
processamento DAS, desenvolvido no Laboratorio de Engenharia Pulmonar -
COPPE/UFRJ (PINO et al., 2004). As informag¢des de mecéanica pulmonar, como a
elastancia, foram armazenadas em um arquivo de dados durante o tempo de duragdo de
cada coleta do eCO, e foram anotados os parametros do ventilador artificial, como volume

corrente € PEEP.
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Posteriormente, a andlise dos dados foi realizada no programa MECANICA, que ¢é
uma ferramenta com fungdes para a mecanica respiratoria, desenvolvido em linguagem
Matlab 5.2, no Laboratdrio de Engenharia Pulmonar - COPPE/UFRJ, e que também possui
a fungdo de processar os sinais coletados pelo DAS (PINO et al., 2004).

3.6 — Analise dos Niveis Celulares do LBA

Em trés animais do grupo SDRA, houve coletas do LBA para andlise da
celularidade, de acordo com o seguinte procedimento: 1) Introducdo e posicionamento de
um cateter de mini-LBA, modelo Combicath (Prodimed Division Plastimed, Franga), em
bronquio subsegmentar; 2) Instilacdo de 10 ml de solugdo salina, a 0,9%; 3) Aspiracdo do
material; 4) Armazenagem; 5) Filtragem em gaze estéril.

A andlise do LBA foi realizada por uma equipe do Laboratério de

Imunofarmacologia do Depto. de Fisiologia e Farmacodinamica da Fundagdo Oswaldo

Cruz - RJ.

3.7 - Aquisicao das Amostras

No inicio de cada experimento uma bolsa era preenchida com o gas O, proveniente

da rede de gases do laboratorio I-140, e seu contetido também era analisado posteriormente.

Apo6s decorridos pelo menos quinze minutos do inicio da ventilagdo mecanica, com
a fracdo inspirada de O, (FiO,) em 1,0, realizava-se a primeira coleta do gés expirado do
animal. O ar expirado era retirado do circuito através da seringa, cujo émbolo era arrastado

até o volume de 10 ml (batente).
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Girando a primeira valvula de trés vias do adaptador para coleta dos gases
expirados, fechava-se a via Ramo expiratério — Seringa, e o ar que estava aprisionado na
seringa era transferido para a sacola. Apds isto, girava-se novamente a valvula, e a conexao
da sacola era fechada, deixando o ar amostral aprisionado em seu interior. Quando a via
Sacola — Seringa era fechada, reabria-se a via Ramo expiratorio — Seringa (Figura 9). Este
procedimento foi repetido sessenta vezes para cada sacola. Entdo, ao fim desta amostragem,

as sacolas se encontram preenchidas com, aproximadamente, 600 ml de ar expirado.

Para nao aceitar refluxo do ar no interior do sistema de coleta, as valvulas de trés
vias eram posicionadas para permitir a coleta somente do gas proveniente do ramo
expiratdrio do circuito do ventilador e, posteriormente as coletas, as valvulas de trés vias do

adaptador eram posicionadas de forma que o ar colhido ndo retornasse ao circuito.

Para minimizar os efeitos da mistura do O,, proveniente do ramo inspiratorio e do
espaco morto, com o ar alveolar, as coletas do ar exalado do animal eram efetuadas ao final

da expirac¢do, com vazao zero, ou proxima a zero.
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Figura 9 — Diagrama mostrando o procedimento de coleta do ar expirado. Em (A): o

gas proveniente do ramo expiratério, ao se puxar o émbolo, ¢ direcionado para a seringa. A
via Sacola - Seringa esta fechada para evitar contaminagdo e escape do gas amostrado. Em
(B): A via Ramo expiratério - Seringa ¢ fechada e o gés contido na seringa ¢ transferido

para a sacola, sem contaminagao do conteudo da amostra.

As coletas foram realizadas em intervalos aproximados de uma hora e, ao final do
experimento, havia um total de oito amostras de gases expirados para a analise, sendo que
as trés primeiras coletas eram realizadas sempre antes do estabelecimento da injuria

pulmonar. Os momentos da coleta dos parametros estdao indicados na tabela 3.
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Tabela 3 - Instantes de tempo das coletas do ar expirado, das medidas da mecanica e das

gasometrias.
Amostras Tempo aproximado apds lesdo (horas)
Parametros -2 -1 0 1 2 3 4 5
Ar expirado X X X X X X X X
Mecanica X X X X X X X
Gasometria X X* X X X X

Amostras sdo indicadas por X; o Tempo 0 corresponde ao instante imediatamente anterior a
injuria pulmonar, exceto no caso da gasometria, onde o X* corresponde a gasometria de

confirmagao da injlria pulmonar.

3.8 — Materiais para Analise

Os contetidos gasosos das bolsas foram analisados no laboratério do Nucleo de
Catalise da Engenharia Quimica da UFRJ (NUCAT), num periodo ndo superior a 48 horas

a partir das coletas.

3.8.1 — Cromatografo |

Foi utilizado um Cromatédgrafo Gasoso provido de um analisador por condutividade
térmica GC 17A (Shimadzu, Estados Unidos). Neste cromatografo foi acoplada uma coluna

CP-Carboplot P7 (Varian, Estados Unidos).
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Os parametros da coluna foram ajustados para uma temperatura de 50° C, a pressao
da coluna em 50 KPa, o fluxo do gis de arraste em 100 ml/min e split 1:1. As
caracterizacdes do pico de CO foram baseadas na biblioteca cromatografica do fabricante
para parametros ideais de separa¢do e detecgdo de picos especificos (ANONIMO 2000a).
Foi utilizado o Hélio (He) como gas de arraste, em isotermia, € com a corrente do detector

no padrao de 91 mA.

O cromatografo GC 17A ¢ integrado a um computador pessoal equipado com o
programa CLASS-GC10, V. 2.0.0 (Shimadzu, Estados Unidos), que analisa os sinais e gera

o cromatograma das moléculas presentes na amostra.

3.8.1.1 - Valida¢ao dos Parametros

Apds 40 minutos de passagem do gas de arraste para estabilizagdo e limpeza da
coluna, amostras de concentragdes conhecidas foram injetadas no cromatografo para

confirmar se os parametros estavam de acordo para a analise do CO em niveis de ppm.

As amostras com concentra¢des conhecidas foram obtidas pela diluicao do gas CO a
5,0% com O; a 100%. Os gases foram coletados diretamente da linha da malha de gases do
NUCAT/UFRIJ e, com o auxilio do programa DilCalc 2.13 (ChemSW, Estados Unidos), foi
possivel calcular a diluicdo exata para cada nivel de CO pretendido. A Tabela 4 indica os
tempos dos picos cromatograficos do CO, as areas e as concentragdes de cada amostragem.
A concentra¢do diluida de CO das amostras foi comparada com a concentragdo de CO

analisada pelo cromatografo, em cada amostragem (Figura 10).
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Tabela 4 - Indicacdo dos tempos dos picos cromatograficos do CO, as areas e as

concentragdes de cada amostragem.

Concentragao da Tempo Concentragao
Amostra (mi rI: ) Area Medida
(ppm) (ppm)

CO-500 2,458 561 498
CO-10 2,442 115 11
CO-5 2,392 55 5
CO-1 2,384 14 1

eCO 2,399 29 3

A tultima amostra, denominada “eCQO” caracteriza uma amostra de gas expirado de um
individuo saudavel, ndo fumante, coletada segundo a técnica de Jarvis. Ver o texto para

mais detalhes. Valores intermediarios foram omitidos.

Conc. Medida
(ppm)

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Conc. das amostras (ppm)

Figura 10 - Grafico da relagdo entre as concentragdes das amostras de CO,
utilizadas para validagao dos pardmetros da coluna, e as concentragdes do CO analisadas no
cromatdgrafo GC-17A. Concentragdo Medida ¢ a concentragdo analisada pelo

cromatografo, Concentragdo das amostras € a concentragdo diluida de cada amostra.
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3.8.2 - Cromatografo I1

Por um problema técnico no equipamento utilizado, que resultou na quebra da
coluna cromatografica, o eCO dos animais do grupo controle foi analisado em um
cromatografo gasoso CP-4900 Micro-GC (Varian, Estados Unidos), equipado com uma
coluna Carboplot-Q (Varian, Estados Unidos). Os pardmetros da coluna foram ajustados
para uma temperatura de 39° C, a pressao da coluna em 180 KPa, o fluxo do gas de arraste
em 100 ml/min. As caracterizagdes dos picos foram baseadas na biblioteca cromatografica
do fabricante para pardmetros ideais de separacdo e deteccdo do pico de CO (LUONG

2002). Foi utilizado o Hélio (He) como gas de arraste, em isotermia.

O cromatografo CP-4900 Micro-GC ¢ integrado a um computador pessoal equipado
com o programa Star Workstation, V. 5.0 (Varian, Estados Unidos), que analisa os sinais e

gera o cromatograma.

3.8.1.2 - Valida¢ao dos Parametros

O método de diluigdo e analise de concentragdes conhecidas de CO, descrito
anteriormente para o cromatografo GC 17A, também foi adotado para verificar a
viabilidade da analise do eCO em niveis de ppm neste equipamento. A tabela 5 indica os
tempos dos picos cromatograficos do CO, as areas e as concentragdes de cada amostragem.
A concentracdo diluida de CO das amostras foi comparada com a concentragdo de CO

analisada pelo cromatografo, em cada amostragem (Figura 11).
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Tabela 5 - Indicacdo dos tempos dos picos cromatograficos do CO, as areas e as

concentragdes de cada amostragem.

Concentragado da Tempo ) Concentragao
Amostra (s)p Area Medida
(ppm) (ppm)
CO-500 0,920 19277 495
CO-20 0,916 997 22
CO-10 0,917 566 10
CO-5 0916 219 49
CO-1,5 0,922 74 1,5
Valores intermediarios foram omitidos.
250 R =0,9984

200 +
150 +
100 -

Conc. Medida
(Ppm)
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Figura 11 - Grafico da relagdo entre as concentracdes das amostras de CO,
utilizadas para validacdo dos pardmetros da coluna, e as concentragdes do CO analisadas no
cromatdgrafo CP-4900 Micro-GC. Concentragdo Medida ¢ a concentragcdo analisada pelo

cromatografo, Concentragdo das amostras € a concentragdo diluida de cada amostra.
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3.9 — Analise das Amostras

Anteriormente aos experimentos, uma concentracdo conhecida de CO era injetada

no cromatdgrafo para identificar a posi¢do do pico cromatografico do CO.

Apds 40 minutos de passagem do gas de arraste para estabilizagdo e limpeza da
coluna, uma amostra do gas de cada sacola era inserida no cromatografo, com um fluxo
constante de 15 ml/min. A primeira sacola a ter seu conteido analisado era a do gas
proveniente do circuito do O,, em seguida, os demais contetidos eram analisados, adotando-
se a mesma ordem da coleta. Ao final de cada analise e apés a estabilizagdo do
cromatografo, a amostragem era repetida, fazendo com que cada sacola gerasse dois
arquivos. As concentragdes do O,, CO e CO; dos arquivos de cada sacola eram anotadas e

um valor médio foi utilizado.

3.9.1. - Corregao dos Niveis de eCO

Devido ao mecanismo de manutencdo da PEEP do ventilador, havia uma
contaminacdo do ar expirado pelo O, proveniente do ramo inspiratorio. Outro fator que
sustenta esta contaminacao era a comunica¢do dos ramos inspiratorio e expiratdrio no “Y”,
pois ndo existia, neste local, uma valvula unidirecional que evitaria esta mistura. Por esta
razdo, o ar amostrado do ramo expiratorio contém um valor médio dos gases expirados,

misturados com o O, proveniente do ramo inspiratdrio e do espago morto.

Baseado nestas informacdes, um programa denominado TEGRAL, em linguagem
Matlab, foi desenvolvido para calcular um valor de eCO mais préximo dos niveis de eCO
alveolar (Anexo I). Para isso, a partir das informagdes armazenadas pelo programa
MECANICA referentes ao intervalo de coleta do eCO, este programa tinha a fungao de: 1)
Selecionar o trecho do arquivo correspondente ao periodo da coleta de eCO; 2) Coletar as

informacdes expiratorias do gas CO,, do fluxo e do volume para cada ciclo; 3) Calcular o
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fluxo médio de CO, expiratdrio para o trecho selecionado; 4) Subtrair o volume do espaco
morto do volume expirado, em cada ciclo; 5) Calcular o Volume médio de CO, expirado

para o trecho selecionado.

O valor do CO; calculado pelo programa foi comparado com o nivel analisado pela
analise cromatografica. A taxa entre os valores calculado e analisado de CO, foi utilizada

para a corre¢do dos valores do eCO medidos no cromatografo, para a respectiva amostra.

O nivel de eCO calculado em cada amostra, para um dado experimento, foi
subtraido do nivel de CO encontrado na amostra de O, do respectivo experimento, sendo

este novo valor usado para os calculos.

3.10 - Anélise das Informactes

Para determinar se houve influéncia da forma de ventilagdo no eCO, os niveis de
eCO entre os grupos Manual e Automatico do trabalho de Pino et al. (2004) foram

comparados.

Para analisar se houve alteragdao no eCO provocado por fatores externos, o nivel de

eCO do grupo Controle foi analisado.

Devido ao pequeno ntimero de experimentos no grupo controle, para ratificar a
estabilidade do eCO durante a ventilagdo artificial pré injiria pulmonar, foram comparadas,
no Grupo SDRA, a primeira amostra de cada experimento com a amostra imediatamente

anterior a injuria pulmonar.

Para demonstrar o comportamento do eCO na injaria pulmonar, foram comparadas,
no grupo SDRA, as amostras anteriores a lesdo pulmonar com a amostra da ultima coleta,
apos a injuria.

Nos trés animais do grupo SDRA onde houve coleta do LBA, o nivel de Neutrofilos

foi comparado aos valores do eCO, com o objetivo de analisar a relacdo entre os resultados

deste procedimento de monitoriza¢do da inflamagao pulmonar com o eCO.
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No grupo SDRA, para analisar a relagdo entre a mecanica pulmonar e eCO, a

elastancia pulmonar foi comparada com os niveis de eCO.

Os dados estatisticos, dos valores entre os grupos, estdo apresentados em seus
valores médios e comparados pelo teste estatistico de Wilcoxon. Para se testar a relagao
entre as variaveis, foi aplicado um teste de correlagao de Pearson. Um valor p < 0,05 foi

considerado significante.
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4 — Resultados

Foram realizados doze experimentos em que se monitorou os niveis de CO
expirados conforme descrito anteriormente, sendo dez experimentos no grupo SDRA e dois
experimentos para o grupo controle. Apds andlise, geraram-se os seguintes resultados no

grupo SDRA:

4.1- Animal 1, experimento realizado em 25 de junho. Os niveis de eCO ao decorrer

do experimento sdo mostrados na figura 12.
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Figura 12 — Evolugdo dos niveis de eCO do Animal 1, ao longo do tempo.

51



4.2- Animal 2, experimento realizado em 02 de julho. Os niveis de eCO ao decorrer

do experimento sdo mostrados na figura 13.

€C0 (ppm)

Amostras

Figura 13 — Evolucao dos niveis de CO expirado do Animal 2, ao longo do tempo.

4.3- Animal 3, experimento realizado em 09 de julho. Os niveis de eCO ao decorrer

do experimento sao mostrados na figura 14.
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Figura 14 — Evolucao dos niveis de CO expirado do Animal 3, ao longo do tempo.
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4.4- Animal 4, experimento realizado em 24 de setembro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 15.
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Figura 15 — Evolugao dos niveis de CO expirado do Animal 4, ao longo do tempo.

4.5- Animal 5, experimento realizado em 10 de outubro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 16.
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Figura 16 — Evolucao dos niveis de CO expirado do Animal 5, ao longo do tempo.
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4.6- Animal 6, experimento realizado em 14 de outubro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 17.
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Figura 17 — Evolucdo dos niveis de CO expirado do Animal 6, ao longo do tempo.

4.7- Animal 7, experimento realizado em 17 de outubro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 18.
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Figura 18 — Evolugao dos niveis de CO expirado do Animal 7, ao longo do tempo.
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4.8- Animal 8, experimento realizado em 04 de novembro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 19.
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Figura 19 — Evolugao dos niveis de CO expirado do Animal 8, ao longo do tempo.

4.9- Animal 9, experimento realizado em 07 de novembro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 20.
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Figura 20 — Evolucdo dos niveis de CO expirado do Animal 9, ao longo do tempo.
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4.10- Animal 10, experimento realizado em 04 de dezembro. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 21.
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Figura 21 — Evolugao dos niveis de CO expirado do Animal 10, ao longo do tempo.

A analise dos experimentos realizados com os dois animais, alocados no grupo

CONTROLE, geraram os seguintes resultados:
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4.11- Animal 1, experimento realizado em 27 de abril de 2004. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 22.
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Figura 22 — Evolu¢do dos niveis de CO expirado do Animal 1 do Grupo Controle,

ao longo do tempo.

4.12- Animal 2, experimento realizado em 03 de maio de 2005. Os niveis de eCO ao

decorrer do experimento sdo mostrados na figura 23.
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Figura 23 — Evolu¢ao dos niveis de CO expirado do Animal 2 do Grupo Controle,

ao longo do tempo.
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A figura 24 indica a varia¢do das concentragdes dos niveis de eCO, ao longo do
experimento, dos grupos Automatico e Manual do trabalho de (PINO et al.,2004),

conforme descrito anteriormente.
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Figura 24 — Niveis de eCO entre os grupos Automatico e Manual. Os valores sdo

apresentados como médias e erro padrao.

Ao se comparar os niveis do eCO entre os grupos Automatico ¢ Manual, ndo houve
diferenga significativa entre estes dois grupos, com um valor de p = 0,64. Os grupos foram

entdo reunidos num unico grupo “SDRA”, conforme descrito anteriormente.

Entre os grupos SDRA e Controle foi encontrada uma diferenca significativa quanto

aos niveis de eCO, ao longo de todo o experimento, com um valor de p=0,03 (Figura 25).
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A concentracdo basal média dos animais do grupo Controle e das amostras
anteriores a injuria pulmonar do grupo SDRA foi de 5,10 £2,58 ppm. Ja a concentracio

final, ap6s a injaria pulmonar, no grupo SDRA, ficou em 18,65 £ 6,21 ppm.
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Figura 25 — Niveis de eCO entre os grupos SDRA e Controle. Os valores sdo

apresentados como médias e erro padrao.

A figura 26 apresenta a variagdo da concentracdo dos niveis de eCO entre as
primeiras amostras, as amostras imediatamente anteriores a injuria pulmonar e as ultimas

amostras dos experimentos, dos animais do grupo SDRA.
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Figura 26 — Variagdo do eCO na primeira coleta, na coleta anterior a injuria
pulmonar e na ultima coleta p6s injuria, dos animais do Grupo SDRA. O valor médio de

cada momento ¢ apresentado.

Ao se comparar os niveis do eCO da primeira coleta com a coleta imediatamente
anterior a lesdo pulmonar, ndo houve diferenga significativa entre estes dois grupos, com

um valor de p = 0,55 (Figura 27)
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Figura 27 — Variagdo do eCO entre a primeira coleta e a imediatamente anterior a

injaria pulmonar, dos animais do Grupo SDRA.
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Houve um aumento significativo do CO expirado (p < 0,01), no grupo SDRA, ao
comparar os niveis do eCO na pré-injuria pulmonar com a tultima coleta amostral do

experimento, com instauragdo de SDRA (Figura 28).
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Figura 28 — Evolugdo do eCO dos animais, no momento anterior a injuria pulmonar

(TO) e na tltima coleta pods injuria (T5), no grupo SDRA

No grupo controle, o valor médio do eCO, ao final do experimento, ficou em 2,85
ppm (* 1,56 ppm). Apesar da pequena quantidade de experimentos, ndo houve diferengas
significativas (p = 0,36) ao se comparar o eCO da primeira e da ultima amostragem no

grupo controle.

Os niveis de eCO, entre os grupos SDRA e controle, também apresentaram uma

diferenca siginificativa, com um valor p < 0,02 (Figura 29).
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Figura 29 — Evolucao do eCO entre as amostras da primeira coleta dos experimentos

e as da ultima coleta, dos animais no grupo SDRA (O) e controle (0)

Nos trés animais do grupo SDRA em que se realizou o LBA, o total de Neutrofilos

apresentou um coeficiente de correlagdo (r) com o CO expirado de 0,71 (p=0,002). A

dispersao entre estes niveis e a evolucao de cada animal podem ser observadas (Figuras 30

e 31).
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Figura 30 — Dispersdo entre os niveis do eCO e de Neutrofilos do BAL em trés

animais do grupo SDRA.
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Figura 31 — Evolucdo, ao longo do tempo, dos niveis do eCO (©) e de Neutrofilos
(0) do LBA em trés animais do grupo SDRA. O valor médio de cada momento ¢

apresentado.

A Figura 32 apresenta a correlagdo entre os niveis do eCO e da elastancia pulmonar
nos animais do grupo SDRA. Apesar da distribui¢do da nuvem amostral, a correlagdo entre

a elastancia pulmonar e o eCO apresentou um r de 0,19 e p = 0,09.
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Figura 32 — Dispersao entre os niveis do eCO e da Ep nos animais do grupo SDRA.
Estdo distinguidos as amostras dos momentos anteriores (®) e posteriores (©) a injuria

pulmonar.

Quando analisados os dados da gasometria, ndo houve relacdo entre os niveis de
Pa0, e eCO dos momentos da analise gasométrica, r= 0,12 e p < 0,51, conforme indica a

figura 33

Da mesma forma, ndo houve evidéncias da relagdo entre o PaCO, ¢ os niveis de

eCO, r=0,21 e p < 0,28 (Figura 34).
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Figura 33 — Dispersao entre os niveis do eCO e da PaO,, nos animais do grupo
SDRA. Estao distinguidos as amostras dos momentos anteriores a injuria pulmonar (),

logo apds a injuria pulmonar (®) e da Gltima amostra apds a injuria pulmonar (0).
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Figura 34 — Dispersdo entre os niveis do eCO e da PaCO,, nos animais do grupo
SDRA. Estao distinguidos as amostras dos momentos anteriores a injuria pulmonar (),

logo apds a injuria pulmonar (@) e da Gltima amostra ap6s a injuria pulmonar (0).
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5 - Discussao

O valor basal de CO expirado dos animais exposto neste trabalho (5,10 £ 2,58 ppm)
mostrou-se elevado em relagdo aos trabalhos realizados em humanos saudaveis, nio
fumantes, com respiragdo espontidnea, como indicado na Tabela 6. Entretanto nao ha
estudos sobre os niveis do eCO em suinos em respiragdo espontdnea ou mesmo em
ventilagdo mecanica, de forma que, a principio, ndo se pode comparar os resultados entre

espécies distintas. Mais estudos sdo necessarios para determinar a origem desta diferenca.

Apenas o trabalho de ZEGDI et al. (2000) foi realizado em individuos
mecanicamente ventilados, e este encontrou um valor basal de 0,63 +0,13 ppm. A forma
de coleta e a ndo correcdo dos niveis de eCO pela contaminagdo do espago morto, podem
ter sido a causa de um valor basal baixo de ZEGDI et al. (2000) em comparagdo aos
estudos em respiracao espontanea de humanos. O presente trabalho apresentou um método
de correcdo do eCO amostrado, que compensa a mistura dos gases no espago morto,
encontrando um valor de eCO proximal ao CO alveolar. A taxa média de correcao
calculada do eCO para o CO alveolar foi de 1,60 0,39 ppm. Neste trabalho, seguindo os
achados de ZEGDI et al. (2000), a coleta do eCO era realizada, conforme descrito
anteriormente, apos pelo menos quinze minutos do inicio da ventilagdo mecanica, com F,O,
em 1,0, pois este seria o tempo necessario para a estabilizagdo do eCO apds um aumento

subito em seus niveis.
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Tabela 6: Valor basal do eCO em diversos estudos.

ESTUDOS eCO basal
LIMA et al. (2005) 5,10 (£ 2,5) ppm
PAREDI et al. (1999) 3,0 (£0,40) ppm
ANTUNI et al. (2000) 2,0 (£0,15) ppm
ZAYASU etal. (1997) 1,5 (£0,30) ppm
ZEGDI et al. (2000) 0,63 (+£0,13) ppm

Valor basal do eCO de estudos em humanos saudadveis, ndo fumantes, em respiragao
espontanea. Em negrito, os resultados do presente estudo, realizado em suinos

mecanicamente ventilados.

Conforme pode ser visto na figura 27, hd uma grande variancia dos valores basais
de todos os animais estudados. De fato, ndo ha estudos na literatura apresentando um valor
padrao para o eCO basal ou uma faixa de normalidade para o eCO, nem mesmo em
individuos saudaveis ou de mesma faixa etaria (Tabela 6). Mesmo em individuos com
diagnosticos semelhantes ndao ha concordancia, como pode ser visto nos estudos sobre o
¢CO em fibrose cistica de ANTUNI et al. (2000) e PAREDI et al. (1999), que encontraram
niveis de eCO de 4,8 (£0,3) ppm e 8,4 (£ 1,0) ppm, respectivamente, em pacientes nao

tratados.

Como o valor do eCO basal parece apresentar uma grande variancia, pode ser
necessario distinguir, primeiramente, um valor de referéncia para o individuo a ser
estudado. A partir deste valor inicial pode-se monitorizar a progressao da injiria pulmonar
através da evolugdo da curva dos niveis do eCO, dado que houve significancia estatistica,
conforme demonstrado, entre os niveis de eCO anteriores e posteriores a lesdo pulmonar

(Figura 28).

O valor do eCO encontrado nos grupos Automatico e Manual, do trabalho de PINO

et al. (2004), mostrou que a forma de ventilagdo parece ndo causar influéncia nos niveis de
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eCO, o que ¢ razoavel, ja que foram utilizados protocolos protetores nos dois casos.
Segundo ZEGDI et al. (2000), ndo havendo alteragdes nos parametros da F;0,,0s niveis de
eCO permaneceriam constantes por até 8 horas de ventilagdo mecanica. Como o tempo de
experimento deste estudo ficou abaixo deste valor, em cerca de 6 horas, podemos

considerar o eCO amostrado constante durante todo o experimento.

Como nao houve diferengas significativas na comparacdo dos niveis de eCO das
coletas anteriores a lesdo pulmonar, pode-se considerar que o aumento nos niveis de eCO
deu-se exclusivamente pela injiria pulmonar. Outro fator que aponta para esta hipotese ¢
que os niveis de eCO do grupo Controle, onde ndo houve injuria pulmonar, nao

apresentaram diferencas significativas ao longo de todo o tempo de experimento.

Apesar do grupo controle ter empregado apenas dois animais, a diferenca entre os
valores de eCO finais observados entre os grupos SDRA e Controle (p<0,002) permite
considerar que o aumento nos niveis de eCO parece ter sido caracterizado apenas pela

injaria pulmonar, conforme indicado na figura 29.

A correlagdo apresentada entre os niveis de Neutrofilos do LBA e o eCO, conforme
pode ser visto nas figuras 30 e 31, pode ser um achado importante, visto que, apesar do
LBA fornecer e quantificar marcadores celulares especificos, este ¢ um exame invasivo e
requer um especialista médico para realizar as coletas e a analise dos dados. O eCO, por

outro lado, ¢ uma medida nao invasiva, com coleta simplificada e eficaz.

Mesmo sendo uma técnica de referéncia, a andlise do eCO pela cromatografia
gasosa, como a realizada neste trabalho, requer equipamentos especificos, de dificil
disponibilidade e alto custo, conforme citado por KHARITONOV et al., (2001b). Existem
analisadores portateis comerciais de CO, mais simples e de baixo custo, que utilizam
células quimicas em sua analise, € que servem, primariamente, para se indicar o habito de
fumar. Estes equipamentos tém a capacidade de detectar baixas concentra¢des de CO, com
resolucdo e sensibilidade de 1 ppm. Nestes equipamentos, a analise do eCO geralmente ¢
realizada ativamente, expirando-se através de um bocal conectado ao analisador, e o

resultado da anélise gasosa ¢ indicado em tempo real.

Apesar de ndo serem uteis na monitorizagdo da injuria pulmonar em individuos

mecanicamente ventilados, pois ndo possuem adaptadores para uma coleta passiva, como o
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eCO basal, como a variacao dos niveis de eCO na injlria pulmonar relatados neste estudo
ultrapassam a sensibilidade destes equipamentos, parece ser justificavel a utilizagdo destes

analisadores portateis na monitorizacdo do eCO durante a inflamagdo pulmonar.

A comparagdo dos niveis médios de eCO e de neutrofilos em cada coleta (Figura
31) indica haver um acompanhamento na elevacdo dos niveis do eCO em relagdo aos
neutrofilos do LBA, isto €, os niveis de eCO seguem a tendéncia dos niveis de neutrofilos,

ao longo do tempo de inflamagao.

Como os neutrofilos sdo os melhores indicativos de fendmenos agudos da
inflamag¢@o pulmonar, se o objetivo ¢ o de acompanhar a evolugdo da injaria pulmonar, o
eCO apresenta vantagens em relagdo ao LBA, revelando ndo ser nocivo ao paciente. Na
coleta do eCO, ao contrario do LBA, ndo ¢ preciso desconectar o paciente do suporte
ventilatorio, o que causa, mesmo que momentaneamente, apnéia, suspensao da terapia de
O, e perda da PEEP. Este desarranjo pode acarretar na diminuicdo da PaO,, do pH,
aumento da PCO, e até mesmo provocar atelectasias, podendo exigir re-expansao
pulmonar, realizada com altas pressdes intrapulmonares. Entdo, as vantagens do eCO sobre
o LBA sdo sua coleta e analise simplificada e, principalmente, a preservacao da integridade

da via aérea do paciente.

A forma de coleta passiva do eCO, através do dispositivo de coleta utilizado neste
trabalho, demonstrou ser estavel e reprodutivel. Este tipo de obtencdo de amostras possui
vantagens sobre a forma ativa, presente nos estudos de PAREDI et al. (2003) ¢ OHRUI et
al. (2001), pois evita quaisquer influéncias ao eCO decorrentes de variagdes na vazio
expiratoria, tempo de retencdo da inspiracdo e, mesmo, independe da compreensdo e

colaboracao do paciente quanto a manobra a ser realizada.

A falta de relagdo entre os niveis de eCO e os resultados gasométricos sugere que o
eCO nao deve ser identificado como um marcador da hipoxia ou da hipercarpnia. No caso
da PaO,, seu rapido crescimento decorrente do recrutamento poés-injuria nao foi

acompanhada de uma resposta do eCO a melhora da relagao ventilagao-perfusao.

A figura 30 indica uma acentuada dispersao entre o eCO e a elastdncia pulmonar.
Esta dispersdo parece elevar-se ainda mais com o aumento da elastancia. Pode ser correto

afirmar que, apesar de serem conseqiiéncias de um mesmo evento inflamatorio, estas
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variaveis possuem uma resposta independente, ou mesmo um tempo de reacao diferente a
instauracdo da injiria pulmonar. Mais estudos sdo necessdrios para comprovar estas

afirmacgoes.

Outro dado que pode ter influenciado o tempo de resposta inflamatoria e as
diferencas apresentadas entre o eCO e a elastancia pulmonar e, mesmo em relagdo ao LBA,
¢ que o modelo de SDRA induzida por acido oléico, resulta num modelo inflamatdrio
muito agudo, com tempo de instauragdo da injuria pulmonar em torno de 30 minutos. Estas
respostas agudas, aliadas ao tempo de experimento reduzido apods a injuria pulmonar, de
cerca de 6 horas, podem ter mascarado as respostas pulmonares mais tardias, ou mesmo a
estabilizagdo destes marcadores agudos num cendrio cronico mais fisiolégico, com uma

instauragao mais lenta da injuria pulmonar e maior tempo de recuperagao.
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6 — Conclusao

O presente estudo mostrou que o eCO pode ser mensurado em animais ventilados
mecanicamente, € que apos uma inflamagdo pulmonar, como a provocada pela SDRA

induzida, estes niveis de eCO se mostram aumentados ¢ relacionados com a celularidade.

A técnica de coleta passiva do eCO mostrou-se estavel, e os resultados encontrados
indicam que o sistema ndo permite a contaminacdo do eCO amostrado, sendo util para

experimentos de monitorizagdo de gases expirados em pacientes ventilados mecanicamente.

Com os resultados apresentados, admite-se a utilidade da mensurag¢do do eCO e sua
relagdo com os niveis inflamatérios pulmonares, onde se propde mais estudos para
assegurar ser este um método ndo invasivo confiavel de monitorizagdo pulmonar na SDRA,
principalmente na monitorizacdo de longa duragdo, com uma instauracdo mais lenta da

inflamag¢do pulmonar.
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7 - Anexo |

Algoritmo em linguagem Matlab para calcular um valor de eCO mais proximo dos
niveis de eCO alveolar, que utiliza os pardmetros gerados pelo o programa MECANICA,

conforme descrito anteriormente.. Ver o texto para mais detalhes.

i=5;

3=1;

fs=Configuracao.FrequenciaAmostragem;

deltat=1/fs;

while 1 < (length(Trechos)-10) % o num. de ciclos que terminei a coleta

%
% separa os trechos expiratérios do CO2, Fluxo e Vol. %
co2ex{j}=Sinal .Dado((Trechos(i):Trechos(i+1)),4);

Fluxoex{j}=Sinal .Dado(Trechos(i):Trechos(i+1),3);
volumeex{j}=Sinal .Dado(Trechos(i):Trechos(i+1),13);

ie i< length(fluxoex)
fco2=(co2ex{i});
Fluxon=-(fluxoex{i});
vte=(volumeex{i});
mult=(fluxon.*fco2);

intcima=cumtrapz(mult)*deltat;
intfluxo=cumtrapz(fluxon)*deltat;

fco2med(i)=intcima(end)/intfluxo(end);
vd=0.123;
vtem(i)= (max(vte)-vd);
i=i+l;
end

x=(fco2med.*vtem);

mediaglobal=((sum(x)/sum(vtem))*100)

vy=0.030;
vtey=vtem-vy;

fco2tubo=(sum(vtey)/sum(vtem))*mediaglobal
hold off;
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