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RESUMO:

A Sindrome do Desconforto Respiratdrio Agudo (SDRA) apresenta alta taxa
de mortalidade em UTI. Sua principal caracteristica € alteracdo da
permeabilidade da membrana alvéolo capilar, com liberacdo de agentes
inflamatérios, disfuncdo de surfactantes e da aeracdo pulmonar, queda da
complacéncia e dos niveis de oxigenacdo. Frequentemente evolui com
necessidade de suporte ventilatério. Varios modelos experimentais foram
propostos na tentativa de reproduzir as mesmas caracteristica da SDRA
encontradas em pacientes, porém com pouco sucesso. Tem sido dificil
reproduzir modelos estaveis, e por periodos prolongados. Assim, 0 Nnosso
objetivo foi validar um novo modelo de SDRA, submetido a um periodo de
observacédo e estabilizacdo de 40 horas de ventilagdo mecanica protetora,
testando a reprodutibilidade das principais caracteristicas da apresentacao
clinica da SDRA. Realizamos o estudo em suinos, divididos em 3 grupos :
SHAM (ndo submetido a Les&o), LESAO (submetido a lavagem total
pulmonar e ventilacdo lesiva por 3 horas) e VMP40 (submetido a Leséo e
40hs de ventilagdo protetora segundo a estratégia ARDSNET). Observamos
gue os niveis de PaO, e complacéncia tiveram queda significativa apds a
lesdo mantendo esta queda ao final de 40 horas. Os niveis de citocinas IL1,
IL8 e IL6 tiveram um aumento significativa logo apds a lesdo, mantendo
aumento significativo de IL1 e IL8 nas 40 horas de observagéo. Os niveis de

polimorfonuclear no bal também tiveram um aumento significante, mantido



nas 40 horas. Uma significativa alteracdo da permeabilidade alveolo-capilar
foi demonstrada pelo aumento de proteinas no lavado broncoalveolar,
aumento da agua extravascular pulmonar, e aumento da relacdo peso
seco/Umido que foram persistentes apos 40hs da estratégia protetora
ARDSnet. A lesao histoldgica foi evindenciada pela presenca de todos os
componentes classicos: membrana hialina, hemorragia alveolar, infiltrado
inflamato6rio e edema alveolar, também mantidos por 40hs. Conclusdo: O
modelo desenvolvido apresentou caracteristicas clinicas e fisiopatoldgicas
similares a pacientes com SDRA grave, mantidas por um periodo de 40
horas de ventilacdo protetora, mostrando assim que este modelo pode ser
utilizado para estudos de SDRA e estratégias de ventilacdo mecanica

protetora por periodo prolongado.



ABSTRACT:

Validation of severe and persistent acute respiratory distress syndrome
(ARDS) porcine model

The Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) has high mortality in the
ICU. Its main features comprise the disruption of the alveolo-capillary
membrane with permeability alterations, release of inflammatory agents, and
physiological dysfunctions like surfactant function degradation, loss of
compliance and reduced PaO; levels demanding ventilatory support. Several
experimental models were developed in an attempt to simulate the same
characteristics of ARDS in patients, but could not reproduce the complex,
florid characteristics or the persistent damage for long periods. This study
aimed to validate a new ARDS model in our laboratory, submited to an
stabilization/observation period of 40 hours period of protective mechanical
ventilation (according to the protective ARDSnet strategy), during which we
tested the persistence of the main physiopathological characteristics of
ARDS. We conducted the study in pigs divided into 3 groups : SHAM (not
injured), INJURY (total lung lavage and injurious mechanical ventilation for
3hs) and MVP40 (injury protective mechanical ventilation for aditional 40hs-
ARDSNET strategy). Respiratory-system compliance and PaO, significantly
decreased after injury, with a persistent drop till the end of 40hs. The levels
of IL1, IL6 and IL8 cytokines presented a significant increase immediately
after injury, with persistent levels of IL1 and IL8 after 40hs.

Polymorphonuclear cells in the BAL were also increased after injury, with



persistent levels after 40 hours. Gross alterations in the alveolo-capillary
permeability were demonstrated by increased levels of proteins in the
bronchoalveolar lavage, increased extravascular lung water and an
increased wet/dry lung-weight ratio that remained elevated after 40hs of
protective strategy. Histological injury was confirmed by visualization of
hyaline membranes, frequent alveolar hemorrhage, alveolar edema and
massive inflammatory infiltration. Conclusion: The proposed model
reproduced the clinical and phisiopathological alterations found in patients
with ARDS. The alterations persisted for at least 40hs of protective ventilation
strategy. Thus, this model can be used for long term studies of ARDS and

protective ventilation strategies.



INTRODUCAO




1 -INTRODUCAO

Ashbaugh em 1967 publicou a primeira descricdo da Sindrome do
Desconforto Respiratdrio Agudo (SDRA), caracterizada como um quadro de
inicio agudo com infiltrado bilateral observado na radiografia de torax,
hipoxemia refrataria e complacéncia pulmonar reduzida porém, até hoje a
SDRA ainda continua sendo alvo de intensa investigacao.[1]

Com o objetivo de melhorar a definicdo, determinar o grau de
gravidade e estabelecer o tratamento da SDRA foi publicada em 2012 uma
nova definicdo [2] baseada no grau de intensidade de alguns sinais clinicos,
estratificando a SDRA como leve, moderada e grave (quadro 1). Preenche
os critérios de SDRA o0s pacientes com doenca pulmonar de instalacao
aguda (menor que 7 dias) apresentando opacidade bilateral na radiografia
de toérax, ndo resultante de derrame pleural ou atelectasia, com edema
pulmonar de origem nao explicada por hipervolemia ou causa cardiaca e que

tenham fator de risco para a ocorréncia da sindrome.[2]



SDRA Oxigenacao

Leve 200 < Pa0,/FiO, <300 + PEEP/CPAP =5 cm H,0O
Moderada 100 < PaO,/FiO, <200 com PEEP =5 cm H,O
Grave 100 < PaO,/FiO2 com PEEP =5 cm H,0O

Quadro 1 Nova definicdo da SDRA[2]

1.1 Fisiopatologia da SDRA

A nova definicho da SDRA facilitou o diagnostico, porém o
conhecimento da fisiopatologia e seu tratamento ainda permanecem
obscuros ou em contradi¢cdo, mas o0 que se sabe € que 0 comprometimento
da barreira alvéolo-capilar com alteracdo da permeabilidade da membrana e
consequente extravasamento de liquido para o intersticio pulmonar é a sua
principal caracteristica. Quando a quantidade de liquido extravasado
ultrapassa a capacidade de drenagem linfatica, forma-se o edema
intersticial. A instalacdo do edema tera como resultado o aparecimento de
dispnéia de instalacdo rapida que vem acompanhada de infiltrado difuso
associado a diminuicdo de complacéncia do sistema respiratorio e aumento
do shunt pulmonar, [3, 4].

A alteracéo fisiopatoldgica pode ser observada na figura abaixo.




MNormal Alveoclus Injured Alveolus during the Acute Phase

Alveclar air space Protein-rich edema fuid
Skoughing of bronchial epitheliurm

e Necrotic of apopiotic typs | call

Epithwieal

Figura 1 - Fisiopatologia da SDRA

A evolucdo de todo este processo acontece em 3 fases distintas
conforme mostra a figura 2 As fases fibroproliferativa e fibrética que
sucedem a inflamatdria tornam o quadro mais prolongado e de dificil
tratamento [5]

A fase exsudativa ou inflamatoria, € o inicio da SDRA. Nela h4 um
grande influxo de liquido rico em proteinas, inicialmente para as paredes
alveolares e depois para o espaco alveolar. O acumulo deste liquido rico em
fibrina decorrente da quebra de integridade da barreira alvéolo-capilar, tanto

pela lesdo endotelial quanto pela epitelial propicia a formagdo da membrana
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hialina na superficie alveolar. O infiltrado inflamatério com predominio de
neutrofilos e participacdo de macréfagos ocupa todo o espaco alveolar o
que, associado a lesdo dos pneumdcitos tipo Il inativam a producédo de
surfactante promovendo areas de atelectasia e reducdo das trocas gasosas
levando a insuficiéncia respiratoria grave. A duracdo desta fase € em torno
de 7 dias. A maioria dos pacientes que melhoram do quadro de SDRA nesta
fase apresentam resolucdo completa da lesdo pulmonar, pois com o controle
do processo inflamatério, o edema € reabsorvido pelo epitéliocuja
integridade € inicialmente restaurada pelos pneumacitos tipo Il que depois
irdo se diferenciar em pneumacitos tipo 1.[4, 5]

Na fase fibroproliferativa hd a diminuicdo do edema, acumulo de
miofibroblastos e producdo de matriz extracelular no interior dos alvéolos,
que ficam preenchidos por tecido conjuntivo. Nas paredes alveolares ocorre
hiperplasia de pneumacitos tipo Il e acimulo de colageno e fibronectina. [5,
6]

Em aproximadamente 5% dos pacientes a fase fibroproliferativa pode
evoluir para fibrose, em geral com um padrdo difuso de espessamento das
paredes alveolares. Os pacientes manifestam alteragbes mecanicas,
bioguimicas e histologicas evidenciadas pela fibrose com a presenca de
colageno, hipoxemia progressiva e faléncia de multiplos 6rgdos resultando

em 80% de mortalidade nesta fase.[5, 6]
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Figura 2 -Gréfico de progressdo da SDRA ao longo do tempo

Durante todo o processo da instalacdo e evolucdo da doenca muitos
marcadores, sejam inflamatorios, anti-inflamatorios, fibréticos ou de reparo,
sao liberados como indicadores do inicio do processo. [7]

Estudos clinicos de SDRA sugerem que 0 aumento da taxa de
mortalidade esta relacionado aos niveis elevados de citocinas no curso da
doenca. Altas concentragdes de citocinas IL13, TNFa, IL6 e IL8 no sangue e
no Lavado Broncoalveolar (LBA) foram encontradas em pacientes que
evoluiram para o6bito. [7, 8]. Isso pode ser explicado porque as citocinas sao
proteinas produzidas por diversos tipos celulares agindo com
proinflamatdrias, desencadeando o processo inflamatério ou até mesmo
como anti-inflamatorio. De qualquer forma, elas sédo responsaveis por manter
a organizagdo da resposta inflamatoria e podem interagir com diversos
receptores de superficie sinalizando eventos que resultam em sintese de

novas proteinas ou estimulos de novas citocinas (figura 1.3).
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Figura 3 - Cinética de citocinas ap6s a infusdo de endotoxina em modelo
experimental

Cada citocina possui uma ou varias funcBes especificas: a
Interleucina 8 € um citocina proinflamatéria e quimiotatica responsavel pelo
sequestro de neutrdéfilos para o espaco alveolar, portanto esta diretamente
ligada aos niveis de polimorfonucleares encontrados no Lavado
Broncoalveolar (LBA)[9, 10]; a interleucina IL1B esta relacionada ao
mecanismo de reparo com o estimulo da formacao fibroblastica e reducéo
do edema [11, 12]; a interleucina IL6 possui a propriedade pleiotropica
podendo ser proinflamatéria, controlando a resposta inflamatoria local na
fase aguda ou anti-inflamatoéria, dependendo do receptor ativado, exibindo
um efeito regenerativo na resolugcéo do processo inflamatorio.[13, 14]

O descontrole de todo o processo envolvendo estas citocinas e outros

marcadores pode resultar em excessiva amplificacdo da cascata de



inflamacdo e super producdo de marcadores inflamatérios que,
consequentemente, ativardo o sistema imune, levando ao desbalanco no
sistema vascular de coagulacao, insuficiéncia renal e pancreatite aguda,
principiando a faléncia de multiplos 6rgéos[8] [12].

Em vista dos agravantes da doenca existe a necessidade primaria de

suporte ventilatorio, sendo esta a principal forma de tratamento

1.2 - Tratamento SDRA - Ventilacdo mecanica

O objetivo principal da Ventilacdo Mecanica (VM) €& promover as
condicbes necesséarias para que haja uma perfeita troca gasosa, porém
alguns estudos sugerem que a VM pode causar um dano alveolar estrutural
e funcional através da lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo (LPIV),
termo mais utilizado em inglés VILI (Ventilator—induced lung Injury).[15]

Os principais mecanismos da LPIV sdo barotrauma ou volutrauma
ocasionado pela hiperdistensédo alveolar, o atelectrauma ocasionado pela
PEEP e volume corrente baixos e o biotrauma ocasionado pela liberacdo de
mediadores inflamatorios levando a consequéncias sistémicas.[15]

Dreyfuss et al [16] em 1985 mostraram que ventilando ratos com
45¢cmH,0, usando PEEP mais baixas ou ZEEP, o edema pulmonar e a
permeabilidade de membrana aumentavam, fatos evidenciados pelos niveis
de proteinas alveolares.

O estudo de Halter et al, mostrou em modelo animal de SDRA com

Tween que durante a VILI ocorre a instabilidade alveolar (recrutamento e



derecrutamento) sendo que a partir das trés primeiras horas a lesdo €
causada pelo processo inflamatoério, levando em conta a utilizacdo de PEEP
baixa e volume corrente (Vr— do inglés tidal volume) alto.[17]

Assim, na tentativa de diminuir o dano alveolar ocasionado pela VM e
consequente diminuicdo da taxa de mortalidade da SDRA na UTI, alguns
estudos clinicos foram realizados[18, 19]. O estudo de Amato et al [19]
conseguiu diminuir a mortalidade da sindrome utilizando a estratégia “Open
Lung Approach”, que associava o uso de baixo Vy com PEEP titulada pela
curva pressao-volume, visando manter o pulméo recrutado. O grupo
americano ARDSNET [18] também publicou uma nova estratégia tendo
como base o uso de baixo V1 (6mL/Kg ou menor) para manter a pressao de
platd menor que 30cmH,0. Neste estudo 0 ajuste da PEEP era baseado em
uma tabela de PEEP e FIO,, com objetivo de escolher a menor PEEP para a
condicdo do paciente, o que frequentemente determina atelectasia nesses
pacientes.

Jesus Villar em 2014 fez uma revisdo sobre a incidéncia de SDRA
apos a publicacdo da estratégia ARDSNET utilizando a nova definicdo de
Berlin e mostrou que a incidéncia e a mortalidade da SDRA nao foram
alteradas ap0s este estudo e a taxa de mortalidade ainda continua maior que

40%[20]

Estudos diversos utilizando recrutamento alveolar, PEEP, posicao
prona , oxigenacdo por membrana extracorpérea (ECMO - do inglés

extracorporeal membrane oxygenation) e outros foram realizados com o



intuito de determinar o melhor tratamento [2] mas ainda persistem
controvérsias sobre qual seria a estratégia de ventilacdo protetora que
poderia beneficiar o paciente sem causar agravamento do seu quadro
clinico.

Diante das incertezas e duvidas que persistem, se torna necessario a
realizacdo de estudos experimentais in vitro e in vivo para testar hipoteses
antes de serem avaliadas em seres humanos. Além disso, devido a
complexidade do acometimento dos pacientes criticos, a apresentacdo da
SDRA concomitante a outras insuficiéncias organicas e a limitacdo dos
estudos histopatologicos que sdo realizados somente nos pacientes graves
gque vao a Obito, o entendimento fisiopatolégico do desenvolvimento da
doenca tem certa limitacdo nos estudos realizados em seres humanos.
Desta forma o uso de modelos animais de SDRA pode fazer a conexao dos

estudos em laboratério com estudos clinicos.[21]

1.3 - Modelos Experimentais de SDRA

Os estudos cientificios com animais foram datados por volta de 1865
onde Claude Bernard publicou o livro sobre os principios do uso de animais
como modelo de estudo de fisiologia humana, enfatizando a aplicabilidade
da experimentacdo animal ao humanos. As limitagcdes para se investigar
uma doenca humana podem envolver aspectos éticos ou inerentes a prépria

doenca.



s

A maior dificuldade nos estudos experimentais com SDRA é
estabelecer o modelo que melhor reproduza todas as condicdes
fisiopatoldgicas, que seja padronizado e de facil aplicacdopois, dependendo
do animal a ser utilizado, ndo conseguiremos transpor tais resultados para o
ser humano. Por exemplo, algumas espécies de animais que possuem
macrofagos intravasculares apresentam uma resposta inflamatéria diferente
dos humanos .[22, 23]

Nos ultimos anos varios estudos foram realizados para o melhor
conhecimento das semelhancas e diferencas dos modelos animais

existentes (Quadro 2).

Wang et al [24] em 2008, descreveram 0s aspectos histopatoldgicos
de trés modelos experimentais: 1) lavagem total do surfactante; 2) injecao
intravenosa de acido oleico; e 3) LPS intravenoso (em porcos, cdes e
ovelha). No modelo de LPS nédo era claro se a lesdo nestes animais poderia
causar alteracdes fibroproliferativas como a da SDRA em humanos. O
modelo de lavagem total do surfactante teve como caracteristica principal, a
diminuicdo da complacéncia pulmonar e a hipoxemia, mas ndo demonstrava
lesdo epitelial ou infiltrado neutrofilico que pudesse ser comparado a uma
SDRA grave, a menos que uma segunda forma de lesdo, tais como
endotoxina bacteriana ou ventilagdo mecanica, fosse associada. O modelo
de acido oleico apresentava caracteristicas bem semelhantes a SDRA,
sendo util ao estudo das consequéncias da lesdo pulmonar e avaliacdo de
estratégias de tratamento, no entanto, sua etiologia ndo é comum ser ser

encontrada em pacientes com de SDRA.
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Modelo SemelgaDr;;;:s com leergngF?Z com Questdes técnicas
Acido oleico | Fases aguda e de Em humanos, a Boa
reparacao com embolia gordurosa é reprodutibilidade.
achados uma causa rara de Exige injecéo
histopatoldgicos e SDRA. Ndo intravenosa de
fisioldgicos representa modelo acido oleico, o que
semelhantes a SDRA de fisiopatologia de pode ser dificil em
humana. SDRA por sepse. pequenos animais.
LPS Resposta inflamatéria AlteracgOes leves na Muito reprodutivel.
neutrofilica com permeabilidade
aumento de citocinas alvéolo-capilar
intrapulmonares.
Aspiracéo Ruptura da barreira Humanos aspiram Muito reprodutivel.
acida alvéolo-capilar com conteldo gastrico, Estreita diferenca
infiltrado neutrofilico. nao é acido puro. entre doses lesivas
e nao lesivas.
Hiperdxia Fase aguda da lesdo Em pulmdes Boa
epitelial e infiltrado humanos normais, reprodutibilidade.
neutrofilico seguidos de | 100% de oxigenacdo Demanda
proliferacé@o de células nao induziu lesédo equipamentos
tipo Il e cicatrizagéo. pulmonar, ndo é claro | especiais para
se a hiperéxia esta administrar e
envolvida na monitorar a
patogénese da concentracdo de
SDRA. gas desejada.
Bleomicina Leséo inflamatdria Nao ha formacao de Boa
aguda seguida de membrana hialina. reprodutibilidade.
fibrose reversivel. Relevancia
fisiopatoldgica nédo
esta muito clara.
Lavagem Deplecéo de Sem estimulo Animais precisam
salina surfactante. Reducédo adicional ha uma ser anestesiados,
de complacéncia lesdo minima da intubados e
pulmonar. Troca permeabilidade e ventilados durante
gasosa afetada. pouco recrutamento todo o
de PMN. procedimento e
apos.

Quadro 2 Principais semelhancas, diferencas e questdes técnicas dos
modelos de SDRA[22]

Em 2008, Matute-Bello et al

[22] descreveram as principais

caracteristicas dos modelos de SDRA mais utilizados na pesquisa cientifica,

sendo que os modelos mais consistentes com as caracteristicas do humano
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foram a fase aguda da instilacdo de acido oleico, da aspiracdo acida e da
hiperoxia. Infelizmente, apenas uma fracdo dos casos de SDRA é causada
pela embolia gordurosa (modelado por instilacdo de acido oleico); os seres
humanos raramente aspiram suco gastrico com pH igual a 1,5 ou menor e 0
papel da hiperdxia como causa de LPA/SDRA em seres humanos é incerto.
Assim sendo, esses autores concluiram que os modelos animais sdo de
extrema importancia para a compreensdo da SDRA, porém nenhum dos

modelos disponiveis é capaz de reproduzir com exatiddo a manifestacédo da

doenca [22, 25]

Qual é o melhor modelo animal de SDRA?

Idealmente, os modelos animais de SDRA devem reproduzir 0s
mesmos mecanismos e consequéncias da doenca em humanos, incluindo
as mudancas fisiolégicas e patoldgicas que ocorrem, principalmente em
relacdo a alteracdo da permeabilidade de membrana alvéolo-capilar [21]
conforme representado na figura 2.

A melhor forma de definir a lesdo em modelos animais seria o
desenvolvimento de critérios padronizados para animais, considerando as
caracteristicas especificas de cada modelo[22, 26]

Em 2011, a American Thoracic Society[26] apds um workshop,
aplicou um questionario para 29 especialistas em modelos experimentais de
lesdo pulmonar aguda baseado nas principais caracteristicas de SDRA,
concluindo que um bom modelo animal de SDRA deveria preencher quatro

critérios principais.
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Evidéncia histolégica de lesao tecidual (principalmente a formacéao de

membrana hialinae infiltrado neutrofilico);

e Alteracdo de permeabilidade da membrana alvéolo-capilar,
representada por alteracdo proteica no lavado broncoalveolar, agua
extravascular pulmonar e peso seco/Umido

e Resposta inflamatéria (niveis alterados de mieloperoxidase,

marcadores inflamatérios no tecido pulmonar e sangue)

Disfuncéo fisiolégica (alteracdo de troca gasosa)

Sabendo-se que o principal componente do tratamento da SDRA é o
suporte ventilatorio, estudos experimentais que avaliam estratégias
ventilatorias durante longo periodo de tempo (horas) necessitam utilizar
modelos animais de SDRA gue preencham os critérios acima.

Alguns autores sugerem que o modelo de lavagem pulmonar é de
facil realizacdo, podendo ser utilizado em varias espécies. No entanto, este
modelo isoladamente ndo representa o quadro tipico da SDRA, sendo
necessario associa-lo a outro tipo de injuria[27] .

Krause et al [10] avaliaram a agua extravascular pulmonar em modelo
de SDRA, modificando o modelo classico de lavagem pulmonar
acrescentando duas lavagens pulmonares depois de 30 minutos da
sequéncia inicial, baseado na recuperacdo do sistema surfactante neste
periodo, o que determinou uma lesdo um pouco mais grave.

Alguns estudos[14, 26, 28] tém estabelecido modelos associando

mais de um tipo de insulto, visando causar uma lesdo mais acentuada. Por
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exemplo, a lesdo pulmonar induzida por ventilagdo mecanica fica muito mais
grave quando acompanhada de lavagem pulmonar ou pela injecdo de LPS
[14].

No entanto, quando se associa mais de um insulto é necessario titular
0 grau de lesdo, pois com lesdes muito graves, muitos animais morrem
devido a insuficiéncia respiratoria, cardiovascular ou barotraumal[21].

Goldman et al verificaram o efeito pleiotropico da IL6 um modelo
utilizando dois tipos de lesdo, (LPS e VILI) e demonstraram que a
combinacdo de dois insultos fornece resultados clinicamente relevante

refletindo a SDRA em humanos, néo observado em modelos Unicos. [14]

1.4 - Modelos Experimentais de SDRA durante tempo prolongado

Sabendo-se que o principal componente do tratamento da SDRA é o
suporte ventilatério, estudos experimentais que avaliam estratégias
ventilatorias por longo periodo de tempo (horas) necessitam utilizar modelos
animais de SDRA que preencham os critérios definidos pela ATS.

O estudo de Spieth et al,[29] comparou duas estratégia de ventilacdo
mecanica protetora (ARDSNET e OLA) por um periodo de 24 horas de vm
utilizando o modelo classico de lavagem, concluindo que as duas estratégia
ndo apresentaram diferencas na mecéanica pulmonar e inflamacéo, somente
0 grupo OLA apresentou melhor oxigenacgao, porém o modelo de lavagem é
de facil recrutamento o que pode ter colaborado para a melhora do grupo

em questao.

14



Muellenbach et al, 2009, mostrou o efeito do modelo de lavagem
pulmonar em porcos ventilados durante 24 horas demonstrando presenca de
hipoxemia e niveis elevados de marcadores inflamatorios. No entanto, o
colapso pulmonar era facilmente recrutavel e as alteracdes histolégicas no
tecido pulmonar eram discretas, ndo reproduzindo as caracteristicas da
SDRA em humanos.[30]

O estudo de Wolf et al [31] mostrou alteracdo histologica com
formacdo de membrana hialina utilizando um modelo de lavagem total
pulmonar seguida ventilacao lesiva utilizando volume corrente de 20mL/Kg e
ZEEP e compararam duas estratégias de ventilacdo mecéanica, a estratégia
ARDSNET e a estratégia guiada pelo Tomografia de Impedancia Elétrica,
durante 6 horas, porém este periodo foi insuficiente para marcar alguma
diferenca significante entre as estratégias.

Assim sendo, com o0 objetivo de realizar estudos de estratégias
ventilatorias durante periodos prolongados em modelo animal de SDRA.
Tendo como base o0s critérios discutidos anteriormente, procuramos
desenvolver um modelo experimental em porcos que fosse de facil
reproducdo e apresentasse caracteristicas clinicas de pacientes com da
SDRA presente.

Adaptando o modelo de lavagem pulmonar total [10, 32], associamos
um modelo de ventilagao lesiva (volume corrente elevado com PEEP baixa)
gue determina lesdo pulmonar através da abertura e fechamento alveolar
ciclico, liberando, assim, principalmente as citocinas IL 13, IL6 e IL8[3, 8,

33]. A ventilagéo lesiva foi baseada em uma tabela que associa pressoes
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inspiratorias elevadas com PEEP ajustada para manter a PaO; entre 55 e 65
cmH,O e minimizar o risco de perda do animal.

O desenvolvimento deste modelo faz parte de um projeto maior de
nosso grupo que avalia diferentes estratégias de ventilacdo protetora,
utilizando a tecnologia da Tomografia de Impedéancia Elétrica, com o objetivo
de definir estratégias para minimizar a lesdo causada pela ventilacdo
mecanica que possam beneficiar os pacientes com SDRA. Este modelo foi
de fundamental importancia para esses estudos que avaliam longos

periodos de ventilacdo mecanica.
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2 -HIPOTESES

2.1 Hipotese - Modelos Experimental

Um modelo adequado de SDRA, que reproduza a experiéncia clinica
de UTI, deve ser capaz de produzir hipoxemia persistente (por periodos
maiores do que 40 horas), associado a persisténcia de pelo menos um dos
componentes de lesdo pulmonar (lesdo histologica, alteracdo de

permeabilidade e inflamacéo).

2.2 - Hipodtese — Estudo

Um modelo de SDRA que envolva dois componentes de agressao
controlada (remocéo de surfactante e estresse mecéanico), ambos titulados
de acordo com a resiliéncia de cada animal, garantindo uma oxigenacao
minima para sua sobrevivéncia durante o periodo de lesdo, pode ser um
o0timo modelo para uso em estudos experimentais de estratégias

ventilatorias protetoras por longos periodos (muitas horas ou dias).
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3 OBJETIVOS

3.1 Principal

Validar um modelo proposto de SDRA grave, de acordo com as
similaridades encontradas em pacientes e testar sua estabilidade em porcos

submetidos a protocolos de ventilagdo mecéanica protetora por 40 horas.

3.2 Secundéarios

Apobs 40 horas de ventilagdo mecanica:
» Caracterizar sua repercussdo na mecanica do sistema respiratério e
nas trocas gasosas
» Caracterizar o processo Inflamatorio local e sistémico
» Caracterizar alterac8es histolégicas no tecido pulmonar
» Caracterizar alterac6es de permeabilidade na membrana alvéolo-

capilar
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4 . METODOLOGIA

4.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Pneumologia Experimental
LIM-09 do Hospital das Clinicas da no setor - UTI de Animais na Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

4.2 Delineamento do estudo

Utilizamos animais suinos, fémeas da raca “Landrace”, com peso
entre 30-35kg. Os animais foram adquiridos da Granja RG (Mogi das
Cruzes) que entregava os animais no dia inicial do experimento, sendo 0s
mesmos sacrificados respeitando a legislagcdo, Lei Municipal N° 10.309, de
22 de abril de 1987 e Estadual N° 11.977, de 25 de agosto de 2005. Este
estudo foi aprovado pela comissdo de ética para andlise de projetos de
pesquisa (CAPEPesq) do Hospital das Clinicas sob o processo (003/06).

A escolha da espécie suina foi pela grande semelhanca morfolégica
com os pulmdes humanos [34] e pela simililaridade do comportamento

hemodinamico[35]
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4.3 Preparo do animal

4.3.1 Medicacgéo pré-anestésica, higiene e tricotomia
Apds contencdo manual dos animais, eram aplicadas as medicacdes

pré-anestésica por inje¢cdo intramuscular da solucdo contendo:
midazolam 0,5 mg/kg, cetamina 5,0 mg/kg e acepromazina 0,1 mg/kg.
Inicialmente, era realizada assepsia com solucdo degermante de
polivinilpirrolidona-iodo (Povidine Degermante®) e &lcool, em seguida
tricotomia na regido lateral dos membros inferiores e posteriores, local onde

eram posicionados os eletrodos para a monitorizacao cardiaca.

4.3.2 -Inducéo e acesso as vias aéreas

ApoOs sedacdo e pesagem, 0s animais eram colocados na mesa
cirdrgica em posicao supina e eram obtidos 0s acessos venosos periféricos
(auricular direito e esquerdo), por onde eram infundidas drogas sedativas,
analgésicas, bloqueador neuromuscular e fluidos.

A inducdo anestésica era realizada com Propofol 3,0 mg/kg, seguida
de intubacdo orotraqueal com laringoscoépio, introducdo de canula traqueal
(n® 7,5mm com balonete) (Figura 4.1) e inicio de infusdo venosa continua
de cetamina 1,7mg/kg/h, midazolam 0,3mg/kg/h, fentanila 0,02mg/kg/h e
pancurdnio 0,4mg/kg/h.

Os niveis de hipnose, analgesia e relaxamento muscular eram
avaliados durante o experimento, através de dados indiretos como presséo

arterial sistémica, frequiéncia cardiaca e movimentos do animal.
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Figura 4Monitoracéo e intubag¢do do animal

4.3.3 Ventilagdo Mecanica

Ap6s a intubacdo, os animais eram mantidos sob assisténcia
ventilatéria mecanica no aparelho Newport E-500 (Newport Medical
Instruments, Inc, Costa Mesa, CA, EUA) em modo presséo controlada com
0S seguintes parametros ventilatérios: volume corrente de (Vr) 8-10 mL/Kg,
fracdo inspiratéria de oxigénio (FIO,) de 1, pressao positiva ao final da
expiracdo (PEEP) de 5cmH,0O, pressdo de platd (PpLato) menor que
25 cmH,0, frequéncia respiratéria (f) entre 20 e 40 (movimentos
respiratorios por minuto — rpm) para manter uma PaCO, entre 35 a

45 mmHg.
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4.3.4 Acesso vascular central e arterial

Antes da obtencdo dos acessos centrais era administrado amiodarona
(150 mg em 10 minutos) para prevencdo de arritmias cardiacas durante a
passagem dos cateteres.

O acesso venoso era realizado através de puncédo das veias jugular
esquerda, para administracdo de cristaloides e coloides e da jugular externa
direita para obtencdo das medidas de pressdo média da artéria pulmonar
capturada através do cateter de Swan-Ganz (Edwards® LifeScience, Irvine,
EUA), conectados ao monitor multiparamétrico (Dixtal DX2020 — Brasil).

A artéria femoral era puncionada para passagem do cateter conectado
ao equipamento PICCO® plus (Pulsion Medical Systems AG, Munique,
Alemanha), para obtencdo das medidas de pressao arterial invasiva, agua
extravascular e coleta de gasometria arterial. A calibragcdo deste
equipamento para medidas de agua extravascular foi realizada através da
técnica de termodiluicdo transpulmonar. Consistia na instilacdo de 10 mL de
solucédo salina a 0,9% (temperatura menor que 8°C) pelo cateter venoso
central sendo registrada a curva de termodiluicdo. Este equipamento
forneceu parametros continuos como: variacdo de pressao de pulso e agua

extravascular pulmonar.

435 Cistostomia

Foi realizada cistostomia para monitorizacdo de diurese, além de

medidas de higiene do local. A técnica utilizada foi uma inciséo longitudinal
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entre 0 sexto e sétimo pares de mama; apés localizacdo da bexiga era
introduzida e fixada uma sonda vesical n° 14, que permaneceu acoplada a

coletor préprio até o final do experimento.

4.3.6 Tragueostomia

Apoés a intubacéo, era realizada a parte final do preparo (figura 4.2)
através de um corte longitudinal na direcdo do terceiro anel tragueal, era

introduzida uma canula orotraqueal n° 7,5.

PUNCAO FEMURAL

Figura 5 - Animal pronto para inicio do protocolo

4.4 - Critério de inclusdo/excluséo
Apbés o preparo os animais eram submetidos a uma manobra de
recrutamento alveolar utilizando PEEP de 15 cmH,0 e Pp ate de 35 cmH,0
durante dois minutos, sendo ventilados com PEEP de 10 cmH,0 e Ppato
de 20 cmH,0 e apo6s 10 minutos era obtida amostra de sangue arterial para
verificagdo da analise de gases sanguineos. Foram considerados animais

sem problemas respiratérios quando a soma da pressao arterial de gas
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carbbnico (PaCO,;) com a pressdo arterial de oxigénio (PaO,) estivesse
acima de 400 mmHg. Se a somatoria fosse inferior, o animal era excluido do

procedimento.

4.4 Monitorizacao

4.4.1 Procedimentos hemodinamicos

A “otimizagdo hemodinamica” (anexo [) foi baseada na obtencéo dos
seguintes parametros:

e Saturacao venosa de oxigénio (SvO,) > 45%
e Presséo arterial média (PAM) > 65 mmHg
e Variacdo da presséao de pulso < 10 %

Resumidamente, conforme necessario era infundido solucdo de
hidroxietilamida coldide (Voluven®) para manter PAM e variacdo da pressao
de pulso estaveis durante o protocolo. Quando indicado, foram utilizadas
drogas vasoativas: noradrenalina (até dose maxima de 200ug/min) e/ou
Dobutamina (5 — 20ug/kg/min).

Detalhes dessa abordagem estdo apresentados em fluxograma
especifico: “ressuscitacdo hemodinamica” (anexo Il) e foi seguido durante

todo o protocolo de estudo.

4.4.2 Monitoracdo dos gases arteriais

Andlise laboratorial e bioguimica foi feita apds coleta de sangue
arterial em seringa heparinizada, 0,5mL, utilizando o aparelho
ABL80OFLEX® (Radiometer Medical Aps, Dinamarca). Este aparelho

fornecia os dados de pH, PaO,, PaCO,, HCO3', excesso de base (BE), SO,
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hemoglobina (Hb) e hematdcrito (Htc), além de sédio (Na), potassio (K),

calcio (Ca) e lactato.

Um oximetro de pulso era colocado na cauda do animal, para

acompanhamento em tempo real da saturacao periférica de oxigénio (SpO,).

4.4.3 Monitorizacao respiratéria
A ventilagdo mecéanica seguiu o protocolo apresentado no Quadro 3

Etapa do PEEP PPlat6 PS.?EZ?Z :oe FIO, | f PaO, | PaCO,
protocolo (cmH20) (cmH20) (cmH;0) (%) (mmHg) | (mmHg)
Preparo 5 15-20 10-15 1 25
RECRUTAMENTO - 15 35 20 1| 20
GASO - INCLUSAO 10 20 10 1 25 >400 35-45
BASAL 5-10 15-20 10-15 1 25
LAVAGEM 1 7 30 23 1 25 <100 <50
VILI 30 min 7 42 35 1 20
ZR'rEn?r'fUTAMENTO B 35 50 15 1 20
LAVAGEM 2 16 31 15 1

RECRUTAMENTO —
2 min 35 50 15 1| 20

GASO PADRAO — 15 30 15 1| 25

lesao |

G0 PALIAD) = 10 25 15 1 | 25 | <100 <50
lesdo Il

RECRUTAMENTO - a o . L 20

2 min

GASO 40h — | 15 30 15 1| 25

GASO 40h — I 10 25 15 1| 25

Quadro 3 apresentando os parametros ventilatorios utilizados durantetodo o estudo. *
Tabela VILI sera apresentada a seguir. Em azul momento da andlise ao longo do tempo, em
amarelo analise no tempo da gasometria padrédo
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A monitorizacdo da mecanica respiratoria era realizada através da
captacdo dos sinais de pressdo e fluxo do aparelho NiCO,(Philips EUA),
obtidos pelo sensor previamente calibrado de acordo com as orientacfes do
fabricante. Estes dados foram transferidos ao programa LaBVIEW (National
Instruments, EUA) para os calculos de  complacéncia e resisténcia do

sistema respiratorio.

4,5 Grupos

Para o estudo utilizamos 68 animais conforme a figura 4.3, que foram

dividos 3 grupos Sham, Lesdo e VMP40h descritos a seguir.

"

Figura 6 Logistica do nimero de animais utilizados no estudo, em azul total de animais em
cada grupo, em vermelho animais que apresentaram algum problema, ou animais que
foram utilizados para padronizagdo do protocolo, em verde os animas que realmente
entraram neste estudo.

14 animais (PILOTO)
- 10 VMP40h

-4 LESAO

MORRERAM
4 animais

"
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45.1 SHAM

Os animais foram anestesiados e preparados conforme o protocolo
descrito. Apos o preparo, sem inducéo da lesdo pulmonar, os animais foram
sacrificados e o pulmao retirado para analise histolégica, analise de citocinas
e relacdo peso seco/Umido. O tempo de ventilagdo mecéanica entre o inicio
do preparo e o sacrificio do animal foi de 2 horas. O pulméo de seis desses

animais foi enviado para analise histologica.

452 LESAO: (etapalavagem 1 e 2 + VILI)
Neste grupo tivemos 32 animais sendo que 4 animais fizeram parte do
estudo para adequacédo do protocolo de lesdo (estudo piloto).

O protocolo de lesédo consistia de 4 etapas:

4.5.2.1 Lavagem total pulmonar 1
Apols coleta de dados basais e estabilizacdo hemodindmica dos

animais, os parametros ventilatérios foram ajustados conforme o Quadro 1 e
a lesdo pulmonar foi iniciada através da lavagem pulmonar para retirada do
surfactante. Esta técnica foi padronizada por Lachmann e colaboradores
(Lachmann, 1980 #8) e consistia na retirada do surfactante por meio de

lavagens consecutivas com solugéo salina aquecida.

Com a mesa cirurgica em posi¢cao de Trendelemburg, com inclinacao
de 35 graus e o animal em posi¢ao supina, o tubo traqueal foi desconectado
do ventilador e realizado a instilacdo de 30 mL/kg de solugédo salina

aguecida a 37°C através de uma mangueira de 35 cm conectada a um funil.
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A seqguir, o liquido era drenado, inicialmente pela gravidade e,
posteriormente, pela aspiracdo das vias aéreas com sonda n° 14. Essa era
realizada ate a obtencdo do retorno de pelo menos 90% da solucao

infundida.

As lavagens eram realizadas em intervalos de 5 minutos, até que se
obtivesse uma PaO, menor que 100 mmHg estavel por no minimo 10
minutos.
4.5.2.2 Ventilagao lesiva durante 30 minutos

Apés a deteccao dos niveis de PaO, abaixo de 100 mmHg, os
animais eram submetidos a ventilagcdo lesiva com volume corrente (em torno
de 20 mL/kg de peso corpéreo), Ppate de 42 cmH,O e PEEP de 7 cmH,0
durante 30 minutos.

Como os animais desenvolviam intensa hipoxemia (saturacao abaixo
de 70%), ao final do periodo de 30 minutos era realizada uma manobra de
recrutamento alveolar durante dois minutos com PEEP de 35 cmH,0 e

PpLate de 50 cmH,0.

4.5.2.3 Lavagem total pulmonar 2

O objetivo desta etapa foi retirar o surfactante remanescente e
produzido neste periodo de 30 minutos (Krause, 2005 #133). O
procedimento foi 0 mesmo da lavagem 1, realizado uma uUnica vez, com
otimizacao dos parametros ventilatorios (PEEP de 16 cmH,0 e Pp ato de 31

cmH,0) para melhora da oxigenacéo.
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4.5.2.4 Ventilagéo lesiva durante trés horas (TABELA VILI)

Apds a lavagem 2, os animais foram submetidos a ventilacdo lesiva de
acordo com a figura 4.4 (TABELA VILI) com alto volume corrente (em torno de 20
mL/kg de peso corporeo) e baixa PEEP durante trés horas, visando a uma PaO,
entre 55-65mmHg. Resolvemos adotar a nomenclatura de LPIV em inglés para

facilitar a comunicacao.

Exemplificando, quando os niveis de PaO, estivessem abaixo de
55 mmHg aumentava-se a PEEP e a pressdo de platé correspondente na
tabela, quando a PaO, estivesse acima de 65 mmHg abaixava-se PEEP e a
pressdo correspondente. Este procedimento foi seguido durante as 3 horas

de ventilacao.

Pa0, < 55mmHg ':'EHE;: CP"?J?(} Pa0, >65mmHg
17 48
15 48
13 48
11 48
9 46
7 44
5 42
3 42
1 42

Figura 7 — Tabela VILI utilizada para controlar os parametros ventilatorios baseados
na oxigenacdo durante a ventilagéo lesiva
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O tempo de lesdo foi baseado em um estudo realizado neste
laboratorio onde se observou que em trés horas de ventilacdo lesiva havia
maior resposta inflamatoria representada pela liberacdo de marcadores
inflamatorios (IL8 e IL1) no lavado broncoalveolar [36]

Durante as 3 horas de ventilacdo lesiva, foi coletado gasometria
arterial a cada 15 minutos para controle da oxigenacao e eventuais ajustes
de pressao (PEEP e Plato), seguindo os seguintes critérios (Quadro 1):

o Ventilagdo mecéanica lesiva por no maximo 3 horas:
v' PaO; mantida entre 55-65 mmHg.
v Se Pa0O;< 45 mmHg, a PEEP era elevada em 4 cmH,0.
v Se Pa0O;> 80 mmHg, a PEEP era reduzida em 2 cmH,0.
o  Se apos 90 min, a PEEP necesséria para garantir a oxigenagédo minima
atingisse 17cmH,0, o procedimento era interrompido e considerava-se

a lesdo instalada

4525 Gasometria Padrao Lesao l e ll

Ao final das 3 horas era realizada uma manobra de recrutamento
alveolar (MRA) com PEEP de 35 cmH,O e Ppate de 50 cmH,0, durante
dois minutos, seguido do ajuste do ventilador para PEEP 15 cmH,0 e a
PpLato em 30 cmH,O por 10 minutos. ApOs este tempo era coletada a
gasometria e a PEEP era reduzida para 10 cmH,O e a Ppatoe para
25 cmH;O por 10 minutos. Os dados de gasometria e 0s parametros

respiratorios e fisiolégicos eram anotados.
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Os animais eram considerados com SDRA gquando a PaO,, na PEEP
de 10 cmH,0, estivesse abaixo de 100 mmHg. Caso esse parametro nao
fosse alcancado, mais uma hora de ventilacdo lesiva era realizada seguindo
0s parametros da tabela. Ao final desta uma hora, nova gasometria arterial
padrdo era realizada seguindo os procedimentos descritos acima.

Gasometrias também eram realizadas ao final do protocolo de 40

horas de VM para compararmos a evolucao das tocas gasosas.

4.5.3 VENTILACAO MECANICA PROTETORA 40h (VMP40h)

4.5.3.1 ESTRATEGIA DE VENTILACAO MECANICA PROTETORA

ARDSNET:
A estratégia ARDSNET foi a escolhida por ser reconhecida

mundialmente como uma ventilagdo protetora sendo utilizada na maioria da
UTls.

Neste grupo utilizamos 25 animais, sendo que 10 foram considerados
estudo piloto para a padronizagdo dos protocolos de hidratacéo,
ressuscitacéo, anestesia, ventilagdo etc, 4 animais morreram nas primeiras
15 horas, (1 caso de embolia gasosa, 3 casos de pneumotérax). Os porcos,
apos a instalacdo da lesdo, foram ventilados com a "estratégia ARDSnet"
[18] durante 40 horas. Ou seja, foi utilizado o0 modo volume controlado, com
volume corrente inicial de 6 mL/kg. A frequéncia respiratéria foi ajustada

para manter a PaCO, entre 35 e 45 mmHg. O objetivo era manter a pressao
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de platé menor ou igual a 30 cmH,0. A FIO, e a PEEP foram ajustadas em
conjunto, de acordo com tabela PEEP/FiO; (Figura 4.5) ,a fim de obter uma
PaO, entre 55-80 mmHg ou uma saturacdo periférica de oxigénio (SpO,)
entre 88-95%. Como ajuste inicial, foi usada uma PEEP de 14 cmH,0 e
uma FIO, de 1. Os ajustes fisiologicos relacionados com a ventilagdo foram

seguidos de acordo com a descricdo protocolada da estratégia ardsnet

(anexo 1lI).

Flo2 | PEEP
03 |5

04 |5

04 |8

05 |8

05 |10

06 |10

07 |10

07 |12

07 |14 _
08 |14

09 |1

09 |16

09 |18

1 |

1 |2

RE

Figura 4.5 Tabela PEEP/FIO, utilizada na estratégia protetora ARDSNET, a seta
vermelha indica qual a PEEP iniciamos o protocolo apds a leséo
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4.5.3.2 Cuidados adicionais neste grupo

e Profilaxia de infeccéo

Anbidtico durante o periodo de estudo - ampicilina 1 grama por via
endovenosa a cada 6 horas e gentamicina 150 mg/kg por via endovenosa 1
vez ao dia;

e Profilaxia de Tromboembolismo pulmonar:

Heparina nao fracionada 3.000 Ul via SC 12/12 hs;

e Umidificacdo das vias aéreas
Umidificador aquecido;
e Aspiracédo de vias aéreas:

Aspiracdo por sistema fechado (“Trach care™® infantil) somente
guando necessario (presenca de secrecao visivel na ausculta pulmonar ou
visualizada na curva de monitoramento do ventilador);

e Nutricao:
Solucdo fisiolégica glicosada a 5% por SNG 500mL em 24h.
e Hidratacao:
A solugdo de manutencédo (SG5% 1000mL em 24 h. associado a

NaCl 20% 30mL e KCI 19,1% 10mL) era infundida por via endovenosa.
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4.6 - Fluxograma do Estudo

FLUXOGRAMA DO PROTOCOLO

SHAM

PREPARO

LAVAGEM (1) VILI 1, 2 E 3h PROTOCOLO
TABELA VILI ARDSNET 40h 40h

(tell)

VM LESIVA

GASO COLETA
EXCLUSAO DO
TECIDO COLETA COLETA
DO DO
LAVAGEM (2) TECIDO TECIDO

Figura 8-Fluxograma e resumo do protocolo de estudo, em amarelo os momentos que serdo comparados e 0 momento da coleta do tecido em cada

grupo.
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4.7 Coleta e Analise de Dados

4.7.1 Coleta de sangue para hemograma:

O sangue foi coletado em tubo contendo EDTA, em seguida
encaminhado para o laboratério do Instituto Central do Hospital das Clinicas
para ser processado e realizado o exame de hemograma e dosagem de
plaquetas. Esta coleta foi realizada nos tempos basal, gaso padréo leséo II,

0, 3,6 12, 24,h e gaso 40h II.

4.7.2 - Tecido Pulmonar:

4.7.2.1 Exsanguinacgéo

Ao final do protocolo de lesdo/ventilagdo os animais receberam uma
dose adicional de sedagdo endovenosa. Na sequéncia, foram
exsanguinados por canulacédo da aorta abdominal, seguido de esternotomia
mediana para acesso aos pulmdes. No momento da retirada, o pulméo foi
mantido em pressdo positiva continua de 10 cmH,O. Os pulmdes foram
retirados em bloco (figura 4.7), juntamente com o tubo traqueal, e
submetidos a uma manobra de recrutamento pulmonar fora da caixa toracica
com presséo inspiratéria de 25 cmH20 por 1 minuto. Apds esta manobra, o
tubo traqueal era pingcado e a canula desconectada do ventilador mecanico.
Em seguida, o brénquio fonte direito era clampeado e seccionado. Do
pulma&o direito eram retirados fragmentos das regides do lobo médio, anterior

e posterior e armazenados temporariamente em nitrogénio liquido e
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transportados para freezer mantido em temperatura de -80°C até o momento

da analise de citocinas.

[\
R

5
v
N\

G

CITOCINA "9

Figura 9 - Pulmao retirado da caixa toracica ao final do protocolo, identificacéo da regides
para analise de peso seco/Umido, histologia e citocinas.

4.7.2.2 Histologia

Apdés a disseccdo, o bloco contendo traqueia, bronquio fonte
esquerdo e o pulmao esquerdo foi conectado a um sistema pressurizado e o
pulmdo recrutado com formalina tamponada a 10% a uma pressdo de
25 cmH20. O bloco foi mantido ligado ao sistema a uma pressao 10 cmH20
para fixacdo dos tecidos por 48 horas. Em seguida, o pulmé&o foi seccionado
e fragmentos das regides anteriores e posteriores foram coletados,
processados rotineiramente e embebidos em parafina para representacéo
histol6gica. Cortes histologicos sagitais com 5 um de espessura de cada
regido foram corados por Hematoxilina & Eosina para avaliacdo histologica.

A andlise semi-quantitativa foi realizada observando 10 campos de

cada lamina corada com HE, em aumento de 100 e 400x.
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As laminas foram examinadas em microscopio de luz por patologista
experiente em afeccdes pulmonares. Foram analisados cinco parametros
histolégicos em cada regido representada (regibes dependente e nao-

dependente do apice e base do pulméo esquerdo), sendo eles:

1) exsudato neutrofilico: neutréfilos presentes no intersticio pulmonar e

nos lumens alveolares;

2) membrana hialina: extensdo do parénquima alveolar comprometido

por membrana hialina;

3) edema peri-vascular: avalia a intensidade da expanséo da adventicia

vascular e linfaticos peri-vasculares por edema;

4) hemorragia intraalveolar: avalia a extensao do parénquima alveolar

comprometido por hemorragia recente;

De acordo com a intensidade dessas alteracdes, o patologista
atribuiu um valor para cada parametro: 0, auséncia; 1, minimo (focal); 2,
leve; 3, moderado; 4, intenso. Era definido, dessa forma, o escore de
gravidade da lesdo pulmonar em cada regido examinada.

4.7.2.3 Citocinas no Tecido :

O tecido pulmonar era previamente macerado e pulverizado através da
técnica com nitrogénio liquido e mantido em solugdo tampéo até o momento
da analise, pelo método de Elisa, utilizando-se kits comerciais da marca
R&D para dosagens de IL8 e IL6. A leitura das placas era realizada no
aparelho Spectra Molecular Device (EUA). As dosagens de IL1B foram
realizadas através do método Luminex. A Tecnologia Luminex™ xMAP

baseia-se no uso de microesferas recobertas com anticorpos especificos
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analisadas em um sistema de lasers oticos, utilizamos kit
Cytokine/Chemokine-Millipore PCYTMAG, devido a sua maior sensibilidade
para esta citocina.

A normalizacdo dos resultados era realizada através da dosagem de
proteina realizada no mesmo material biolégico, pelo método tradicional de

Bradford [37]

4.7.2.4 Peso Seco/Umido — (Wet/Dry)

Utilizamos seis animais de cada grupo para a analise de edema atravées
da técnica de peso seco/Umido [17]. Para isso retiramos um fragmento de
10cmx5cm dos lobos direito, esquerdo e acessoério e mantivemos em freezer
a -20°C até a andlise. O fragmento era pesado e colocado em estufa com
temperatura controlada a 60°C. Novas pesagens eram feitas a cada 24
horas e ap6s um periodo de 72 horas era calculada a relacdo entre o peso

final e inicial.

4.7.2.5 Lavado Broncoalveolar :

A coleta do lavado broncoalveolar (BAL) era realizada com o auxilio de
broncoscopio flexivel de 5mm de diametro (BF30, Olympus® EUA)
impactado no brénquio do lobo médio. Para a realizagdo do lavado, foram
instiladas 3 aliquotas de 20mL de solucgéo fisiolégica no segmento, seguido
da aspiracdo do conteudo que era transferido para um tubo de 50 mL

(Falcon®) e homogeneizado de forma simples. A seguir, 15 mL do material
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era separado para analise citolégica total e diferencial e o volume restante
era centrifugado (por 10 minutos em 3000-3500 rotacdes por minuto),
aliquotado em tubo 1,5-2mL (eppendorf®) e armazenado em freezer em
temperatura de -80°C até o0 momento da dosagem de citocinas. As analises
de citocinas IL6 e IL8 foram realizada através da técnica de ELISA,
utilizando-se kit comercial R&D® e para dosagem de IL1B foi utilizada
técnica luminex.

A citologia do BAL foi analisada através de técnicas padronizadas no
Instituto Central do Hospital das Clinicas. A coleta do Bal foi realizada nos

tempos basal, gaso padrao I, Oh, 6, 12, 24, 36h e 40h Il

A andlise proteica do lavado broncoalveolar era realizada através do

método de Bradford.[37]

4.7.3 Hemodinamica:

Os dados hemodinamicos foram coletados de forma continua, havendo
a calibracdo da agua extravascular do equipamento PICCO nos momentos
basal, pés lavagem 1, pés 30 minutos lavagem 1, pos lavagem 2, a cada
hora durante a ventilagdo lesiva, durante todo o protocolo vm40h e nas

etapas da gasometria padrao | e .

4.7.4 Mecanica Respiratoéria:

Os dados de pressao, fluxo e volume foram coletados através do
sensor conectado ao aparelho NiCO, e armazenados em computador, pelo

programa de aquisicdo desenvolvida em linguagem LABVIEW®. Estes
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dados foram analisados off-line em sistema de andlises desenvolvida em
LABVIEW®. Este software permitiu a escolha de ciclos respiratorios e a
criacado de um ciclo respiratério médio, a partir do qual era obtidas a medida

de mecanica respiratéria (complacéncia).

4.8 Sacrificio e descarte

ApO6s o sacrificio, o animal era envolto em um saco plastico branco
leitoso, préprio para descarte de materiais infectantes e identificado.
Posteriormente, era transportado e depositado no coletor de lixo da Central
de Lixos Infectantes da Faculdade de Medicina da USP, onde era

encaminhado pra incineracao pela empresa coletora.
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4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o pacote estatistico SPSS
para Windows versao 17 (SPSS, Chicago, EUA). Foram consideradas

significantes as analises com P<0,05.

As variaveis foram testadas para normalidade e expressas como
média + erro padrdo ou mediana e intervalo interquartil (1Q; percentil 25-

75%) conforme o caso.

Para as andlises das variaveis fisiolégicas no tempo, foram avaliados
0s animais do grupo lesdo e VMP40h, sendo utilizado uma analise
multivariada de regressdo linear mista (“mixed model”), comparando trés
tempos (Basal, Vili3h e 40h). Foi realizada uma analise post hoc com

correcdo de sidak para a comparacao entre esses trés tempos.

Para as variaveis relacionadas ao tecido pulmonar (histoldgia, peso
seco/Umido e as interleucinas no tecido), também foi utilizado uma analise
multivariada de regresséao linear mista (“mixed model”). Dois fatores foram
avaliados: o grupo (Sham, Lesao e VMP40h) e regido (anterior e posterior).
Foi realizada uma analise post hoc com correcdo de sidak para a

comparacao desses fatores.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados de acordo com a evolucéo
temporal do grupo lesdo e do grupo VMP40h (nos momentos: basal, vili3h
(LESAO) e 40h — VMP40h) e comparacéo entre os grupo Sham, Les&o e
VMP40h. Seguindo as principais caracteristica da SDRA: alteracdo de
trocas gasosas e mecanica pulmonar, processo inflamatério, alteracdo de

permeabilidade da membrana alvéolo capilar e leséo histologica.

5.1 -—Caracterizacdo dos animais

Analisando as caracteristicas dos animais nédo tivemos diferenca no
peso entre os 3 grupos (31,5+2,19 kg), 0 numero de lavagens pulmonares
para induzir a lesdo e volume residual de cada lavagem, também nao

apresentaram diferencas significantes entre os grupos em (tabela 1).
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VARIAVEL SHAM LESAO VMP40h P
NUmero de animais 11 28 11
Peso (kg) 31,5+0,2 31,4+0,1 31,7+£0,2 0,403
N° de Lavagens - 8,3+0,2 7,9+0,3 0,231
volume residualda 703+15  742:18 0,113

lavagem (mL)

Tabela 1 Caracterizagdo dos animais e da lavagem total pulmonar nos 3 grupos.(média +

erro padréo)

Na figura 11 temos um exemplo representativo da macroscopia dos

pulmdes dos animais ndo submetidos a lesdo (grupo Sham) e dos animais

submetidos ao modelo experimental de SDRA (grupos Lesao e VMP40h),

mostrando a persisténcia da leséo tecidual apds 40h de ventilacdo mecanica

protetora.
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Figura 10 A — Grupo Sham Al=Anteriror, A2 =Posteriors, B Grupo Lesdo B1= Anterior, B2
Posterior, C Grupo VMP40h, C1= Anterior, C2+ Posterior
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A PEEP foi mantida conforme o protocolo de lesdo houve um

diminuicao significantes dos niveis durante a estratégia protetora VMP40h,

guando comparado ao nivel basal.(figura 12)

PEEP
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12h-
24h
36h
40h T

Basal
Pos-Lavl
30min
Pos-Lav2
VILI-1h T
VILI-2h T
VILI-3h

Figura 11 - Evolucdo daPEEP (média + padrdo). Comparacédo dos animais (grupos
Lesdo e VM40h) em trés tempo (Basal, Lesédo (VILI3h) e VMP40h.
* P<0,05 para diferenc¢a entre tempo basal e Vili3h.

** P<0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P<0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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A pressao de platé aumentou nos momentos da lavagem e manteve-
se alta durante as 3 horas de VILI. Durante a estratégia de VMP40h a

pressdo de platd foi mantido de acordo com o protocolo ndo ultrapassando

a 30 cmH-,0.

@ LESAO
I+ vMP40h

cmH,0

10
5 -

0h
6h
12h A
24h
36h
40h

Basal-
Pos-Lavl T
30min
Pos-Lav2
VILI-1h
VILI-2h A
VILI-3h

Figura 12 - Evolucéo da presséo de platd (média + erro padréo). Comparacédo dos
animais (grupos Les&o e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesé&o (VILI3h) e VMP40h.

* P<0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.
** P<0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P<0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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O volume corrente foi significativamente alto nos momentos da lesao
e houve queda significativa no periodo das 3 horas de ventilacdo lesiva.

Durante a estratégia de VMP40h o volume corrente foi mantido de acordo

com o protocolo 6mL/kg..(figura 14)

VT mL/kg

24 .
@ LESAO
I+ vMP40h

0h T
6h
12h T
24h
36h
40h

BasalT
Pos-Lavl
30min
Pos-Lav2
VILI-1h
VILI-2h
VILI-3h

Figura 13 Evolucdo da Volume Corrente por kg (média + erro padréo). Comparacéo
dos animais (grupos Les&o e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesdo (VILI3h) e
VMP40h.

* P<0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.
** P<0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P<0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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A temperatura no grupo Lesédo foi estavel durante o tempo de
lesdo, houve um aumento significativo durante as 40h de vm no grupo
VMP40H. Este resultado sugere a liberacdo de algum componente

pirogénico, ligado ao processo inflamatorio, que aparece somente em fases

mais tardias (> 4-6 horas). (figura 15)
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24h
36h
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Figura 14 — Evolucéo da temperatura (média + erro padrédo). Comparacdo dos animais

(grupos Lesé&@o e VM40h) em trés tempo (Basal, Leséo (VILI3h) e VMP40h.
* P<0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.

** P<0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P<0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h

52



Em relacdo as alteracbes hemodindmicas, a frequéncia cardiaca
apresentou estabilidade durante a lesdo. Durante a VM no grupo VMP40h,

houve uma queda ao longo do tempo, porém nao significante (P=0,094)

(figura 16).
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Figura 15 - Evolucdo da frequéncia cardiaca (média * erro padréao). Comparacéo dos
animais (grupos Les&o e VM40h) em trés tempo (Basal, Leséo (VILI3h) e VMP40h.
* P<0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.

** P<0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P<0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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A pressao arterial média ndo apresentou diferenca significante
durante a lesédo, comparada o grupo lesdo com o grupo VMP40h, mantendo-
se estavel nas 40h (figura 17), houve apenas uma diferenca siginicante no

momento 40 horas comparado ao momento basal.
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140- LESAO
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£
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12h
24h
36h
40h

BasalT
Pos-Lavl
30min
Pos-Lav2
VILI-1h
VILI-2h
VILI-3h T

Figura 16 - Evolucédo da da presséo de artérial média (média + erro padréo).
Comparacéo dos animais (grupos Leséo e VM40h) em trés tempo (Basal, Lesé&o
(VILI3h) e VMP40h.

* P <0,05 para diferenga entre tempo basal e Vili3h.
** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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A pressdo meédia da artéria pulmonar (PAP) aumentou
consideralvemente durante a lesdo, porém houve uma queda apos a
instalacdo da estratégia protetora grupo VMP40h, mas os niveis ainda

mantiveram-se elevados (figura 18), ndo retornando ao valor basal apés 40h

de vm.

PAP
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12h
24h

36h
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Figura 17 - Evolucédo da da presséo de artéria pulmonar média (média * erro padréo).
Comparacéo dos animais (grupos Les&o e VM40h) em trés tempo (Basal, Lesé&o
(VILI3h) e VMP40h.

* P <0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.
** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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5.2 —Trocas Gasosas e Mecanica Pulmonar.

5.2.1 -Trocas Gasosas

Os niveis de PaO,/FiO,, permaneceram baixos durante todo
procedimento da leséo e houve diferenga significante quando comparamos
com os tempos basal e ao final da lesao (VILI3h) mostrando uma pequena
melhora ao longo do grupo VMP40h, porém os niveis ndo ultrapassaram de

170mmHg, apresentando diferengca entre o tempo vili3h e 40h (Figura

19)

Pa0,/FiO,

o K
600 - LESAO
-+ VMP40h
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24h
36h
40h
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30min
Pos-Lav2
VILI-1h
VILI-2h
VILI-3h

Figura 18- Evolucédo da PaO,/FiO, (média + erro padrédo). Comparacdo dos animais
(grupos Lesé&@o e VM40h) em trés tempo (Basal, Leséo (VILI3h) e VMP40h.
* P <0,05 para diferencga entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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Os niveis de PaCO; (Figura 20), permaneceram baixos durante toda
procedimento da lesdo ocasionado pelo volume corrente alto utilizado
(20ml/kg). Quando comparamos no grupo lesdo os tempos basais e VILI3h
nao encontramos diferenca significante porém ao compararmos no grupo

VMP40h momento vili3h com o0 momento 40h houve diferenca significante.
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Figura 19 - Evolucdo da PaCO, (média + erro padrédo). Comparacdo dos animais
(grupos Les&o e VM40h) em trés tempo (Basal, Leséo (VILI3h) e VMP40h.
* P <0,05 para diferencga entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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Quando comparamos os niveis de PaCO, ¢ PaO, nhos momentos onde
era realizada a gasometria padrdo (medida com peep 10 cmH;0),
observamos que os niveis de PaO, tiveram uma queda significativa e
mesmo apos 40 horas os niveis estavam abaixo de 200mmHg porém os
niveis de PaCO,, foram aumentando ao longo do tempo apresentando

diferenca siginificativa. (Figura 21)
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Figura 20 - Evolucdo da PaO,/FIO, (A) e PaCO, (B) Comparacéo dos
animais

grupos Leséo e VM40h) em trés tempos (Basal, Gaso Padréo Leséoll e Gaso 40h |l
* P <0,05 para diferenga entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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5.2.2 - Mecéanica Pulmonar

O resultado da analise de mecéanica mostrou uma queda significativa da
complacéncia pulmonar durante e apos a lesdo que permaneceu no grupo
VMP40h (Figura 22). Observamos que apos os 30 minutos da primeira etapa
da lesdo (antes da 2 lavagem) houve aumento da complacéncia a pulmonar,

demonstrando a recuperacédo do sistema surfactante.

Complacéncia
-o- A
40 - LESAO
-+ VMP40h

mL/cmH,O

0h -
6h
12h A
24h-
36h
40h

Basal
Pos-Lavl
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VILI-2h
VILI-3h

Figura 21 — Evolucédo da complacéncia Pulmonar (média + erro padrao). Comparacéao
dos animais (grupos Les&o e VM40h) em trés tempo (Basal, Leséo (VILI3h) e VMP40h.

* P para diferenca entre tempo basal e Vili3h.
** P para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.

# P para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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Os resultados da analise de mecanica realizada nos tempo da
gasometria padréo lesdo Il e gaso 40h apresentaram queda significativa

guando comparamos com a medida basal (Figura 23)
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Figura 22 - Evolucdo da complacéncia pulmomnar Comparacdo dos animais
grupos Lesédo e VM40h) em trés tempos (Basal, Gaso Padrédo Leséaoll e Gaso 40h II)

* P <0,05 para diferencga entre tempo basal e Vili3h.
** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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5.3 Resposta Inflamatoria

Os dados de resposta inflamatéria foram observados no tecido
pulmonar, lavado broncoalveolar (BAL) e sangue, atraves das andlises de
citocinas, polimorfonucleares e plaquetas.

A analise de polimorfonucleares (Figura 24) em relagcdo a
porcentagem de leucécitos no BAL mostrou um aumento significativo dos
niveis quando comparamos ao tempo basal com Lesdo, estes niveis
permaneceram elevados no grupo VMP40h, evidenciando a reposta

inflamatoria ainda em processo.

100

’: **
S 80

©

o

S 60

=}

[

@]

T 40

o *
£

) 20

[a

BASAL LESAO VMP40H

Figura 23 Figura 5.14 — Polimorfonucleares (média + erro padrdo). Comparacgéo dos
animais (grupos Les&o e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesédo (VILI3h) e VMP40h.
* P <0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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A analise de citocinas no BAL (figura 25) mostrou que houve aumento
na IL6 apds a lesdo, porém no grupo vmp40h observamos que houve uma
diminuicdo significante destes niveis. A Interleucina 8 e interleucina 1
apresentaram 0 memso comportamento com aumento dos niveis pos leséo
entretanto mantiveram-se elevadas no grupo VMP40h sugerindo

persisténcia do processo inflamatério.

10000 3
1 BASAL
~ # Il LEsAo
£ 10004 Hl vMP40h
(=2}
e
-
<
m *
' 100 A
:
< %‘
10 T T T
BASAL LESAO VMP40H
*%
10000 3
P=0,07 O BASAL
- Bl LESAO
1000
£ Hl VMP40h
o *
2
] 100 A
<
[2a]
et 10 3
1 T T T
BASAL LESAO VMP40H
1000001
** 1 BASAL
10000 B
_ Il LESAo
< 1000
E * Hl VMP40h
o 100
]
5 10
<
@ 14
; 0.1
0.01-

T T T
BASAL LESAO VMP 40H

Figura 24Figura 5.15 — Interleucinas 1B, 6 e 8 no BAL(mediana e 1Q). Comparacédo dos
animais (grupos Lesdo e VM40h) nos tempos basal lesdo e vmp40h .

* P < 0,01 para diferencga entre tempo basal grupo leséo

** P < 0,05 para diferenca entre tempo basal e grupo vmp40h

# P < 0,01 para diferenca entre grupo lesdo e grupo vmp40h
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A analise de citocinas no tecido pulmonar (regides anterior e
posterior) foi realizada com a correcéo pelos niveis de proteina encontrados
na mesma amostra, onde houve aumento na IL6 e IL8 quando comparamos
0 grupo SHAM com o0 grupo Lesédo e diminuicdo quando comparamos 0

grupo vm40h. Nao houve diferenca entre as regibes em ambas as

interleucinas (Figura 26).
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Figura 25 —Interleucinas 6 e 8 no tecido (mediana e IQ). Comparacdo dos animais
(grupos Leséo e VM40h)

* P < 0,01 para diferenca entre grupo sham e leséo
** P < 0,05 para diferenga entre grupo sham e e vmp40h
# P < 0,01 para diferenca entre grupo lesao e vmp40hl
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A contagem total de plaquetas do sangue, teve um queda siginificante
guando comparamos o basal ao grupo lesdo e permanecendo esta queda

no grupo VMP40h. (figura 27)
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Figura 26 - Niveis de plaquetas (média + erro padrdo). Comparacao dos animais
(grupos Lesdo e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesdo (VILI3h) e VMP40h.
* P para diferencga entre tempo basal e Vili3h.

** P para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.

# P para diferenca entre tempo lesé&o Vili3h e vmp40h
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5.4 Alteracdo da Permeabilidade da Membrana Alvéolo-Capilar

A alteracdo da permeabilidade da membrana alvéolo capilar foi
evidenciada pela concentracdo elevada de proteinas do lavado
broncoalveolar, agua extravascular pulmonar no sangue e pelo peso
seco/umido do tecido.

Os niveis de proteina no bal tiveram aumento significante na leséo e

este aumento continuou ao longo das 40 h de VM
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Figura 27 - Evolucéo dos niveis de proteina no bal. Comparacdo dos animais (grupos
Lesdo e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesé&o (VILI3h) e VMP40h.
* P <0,05 para diferenca entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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Os niveis de proteina no BAL aumentaram apds a lesédo e

mantiveram elevados no grupo VMP40h
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Figura 28 - Dosagem de proteina no Bal (média * erro padrédo). Comparacéo dos
animais (grupos Lesdo e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesédo (VILI3h) e VMP40h.
* P <0,05 para diferenga entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo lesé&o Vili3h e vmp40h
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Os niveis de ELWI — Agua extravascular pulmonar medido no sangue
aumentaram durante a lesédo e tiveram um pequena queda na VMP40 mas

mantiveram elevados o tempo todo.
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Figura 29 - Evolucédo dos niveis de ELWI no sangue. Comparacao dos animais
(grupos Lesdo e VM40h) em trés tempos (Basal, Lesao (VILI3h) e VMP40h.
* P <0,05 para diferenga entre tempo basal e Vili3h.

** P <0,05 para diferenca entre tempo basal e VMP 40h.
# P <0,05 para diferenca entre tempo leséo Vili3h e vmp40h
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A relacdo de peso seco/Umido ficou mais elevada no grupo Lesao

quando comparada com o grupo Sham e VMP40h.
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Figura 30 - Peso seco/Umido (media e erro padréao) nos 3 grupos (Sham, Leséo e
VMP40h).
* P < 0,05 para diferenc¢a entre grupo Sham e Leséo

** P < 0,05 para diferenca entre grupo Sham e VMP40h
# P < 0,05 para diferenca entre tempo VMP40h e Lesé&o
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5.5 Lesdao Histologica

Os quatro escores histologicos de inflamacdo ou lesdo pulmonar
foram significantemente diferentes entre os grupos pela anélise multivariada
(figura 34). Em apenas um dos critérios (edema intra alveolar) ndo houve
diferenca significativa entre o grupo Sham e o grupo Lesdao. Somente foi
observada diferenca significativa entre os grupos Lesdo e VMP40h para o

escore de membrana hialina.
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Figura 31 — Escores histolégicos (mediana e IQ) nos 3 grupos (Sham, Les&o e VM40h)
em duas regides pulmonares.
* P < 0,05 para diferenca entre grupo Sham e Lesdo

** P < 0,05 para diferencga entre grupo Sham e VM40hs
# P < 0,05 para diferenca entre tempo VMP40h e Les&o

Escore 0= auséncia; 1= minimo (focal); 2= leve;3= moderado; 4=, intenso

Todas interacdes Grupo X regido pela analise de “mixed model” foram nao significantes
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Figura 32 - Representacao histoldgica das principais caracteristicas histopatoldgicas
da SDRA nos grupos SHAM, Les&o e VM40h (aumento 100 x).
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

O estudo realizado validou um modelo de SDRA em suino,
estabelecido através da associacdo de duas formas conhecidas de leséo
pulmonar : a lavagem total pulmonar com a extracdo do surfactante
pulmonar seguida da ventilagdo mecéanica com parametros definidos para
instalacdo da LPIV. A ventilacéo lesiva foi guiada pela oxigenacéo, de forma
controlada através de uma tabela que conjugava parametros de PEEP mais
baixa com Pplatd mais alta a fim de abrir e fechar os alvéolos ciclicamente,
mantendo oxigenacdo minima necessaria para a sobrevivéncia do animal. A
gravidade da leséo foi detectada clinica e laboratorialmente, mostrando-se
severa e persistente por 40 horas. Porém, podemos fazer algumas
consideracdes sobre o modelo seguido e as caracteristicas da SDRA em

animais conforme as normas da ATS.

6.1 O Modelo

O estabelecimento do modelo com duas injurias combinadas vai de
encontro as discussdes na literatura sobre a o melhor modelo de SDRA
[14, 22, 26, 38], ressaltando a importancia do conhecimento da etiologia do
modelo escolhido. Nés escolhemos o modelo de lavagem total pulmonar por

ser de facil execugcdo, sem efeito hemodindmico, ndo demandando a
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utilizacdo de drogas ou outro procedimento cirlrgico para sua realizacao
[39].

Em nosso estudo, modificamos o procedimento estabelecido por
Lachmann[32], quando acrescentamos, apds a lesdo (definida como
Pa0,<100cmH,0), uma ventilacdo lesiva por 30 minutos (utilizando PEEP
de 7 cmH,O e Pplatd de 42 cmH,0).Durante esta ventilacdo lesiva o Vt
atingia em torno de 20mL/kg. ApOs este periodo, realizamos mais uma
Gnica vez o procedimento da lavagem total pulmonar[10].

A justificativa para esta segunda lavagem é que o surfactante
pulmonar possui duas formas: funcional (large aggregate) e nao funcional
(small aggregate). A ventilagdo mecanica com Vt maior que 15 ml/kg
contribui para conversao do large em small e facilitando a LPIV. Entretanto,
se o0 tempo de ventilacao for curto o efeito pode ser inverso e estimular sua
producdo [40]. Isto vai de acordo com 0s nossos resultados onde apos 30
minutos de LPIV observamos um aumento da complacéncia pulmonar
secundéria a melhora do sistema surfactante.

Os modelos animais que utilizam ventilacdo lesiva sdo sempre
guestionados por aplicarem volume corrente alto levando a lesdes nao
individualizadas e muitas vezes, a barotrauma.[26]

Keneyber et al [42] ressalta a importancia de normalizar o Vt de
acordo com o peso do animal.. A relagéo entre o volume pulmonar e o peso
corpoéreo varia de acordo com a idade do animal visto que a composi¢édo do

surfactante pulmonar é diferente em cada fase de vida. O surfactante
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pulmonar num pulmé&o jovem possui maior quantidade de large aggregate do
qgue small dificultando assim a instalagéo da lesdo em animais jovens.

O ideal para monitorar qualquer modelo de SDRA com ventilacdo
mecanica lesiva seria a medida da capacidade pulmonar total ao longo do
tempo (CPT) [6], porém isso seria inviavel em modelos animais. Uma
alternativa que buscamos para minimizar a falta da medida de CPT foi a
tabela que utilizamos, (com o cuidado de manter a oxigenacdo minima
possivel) onde a ventilacdo é ajustada de acordo com a resiliéncia do
animal. O foco maior desta tabela é manter a PEEP mais baixa e a presséo
de platd mais alta, favorecendo o efeito da abertura e fechamento alveolares
ciclicos, conjugado a reducdo brusca da producdo de surfactante causada
pelas lavagens pulmonares. Ambos 0s processos podem ser interrompidos
ou continuados dependendo da resposta do animal.

O tempo foi fator determinante ao desenvolvimento do modelo de
lesdo, as horas de ventilacdo lesiva foram baseadas nos estudos de
Schettino et al[36], onde houve estabilizagdo dos niveis de IL8 e IL1[3 apds
o periodo de 3 horas de VM, e Halter et al, mostrando que depois de trés
horas a lesdo é causada pelo processo inflamatério, levando em conta a
utilizacao de PEEP baixa e Vt alto.[17]

Estudo em pacientes tém demonstrado que valores elevados de
pressdo da artéria pulmonar média (PAPmegqia) podem estar correlacionados
com a presenca e como marcador de gravidade da SDRA [41]. Os nossos
dados demonstraram aumento dos valores PAPmegia durante a lesdo

permaneceram elevados (acima de 25cmH,0) mesmo durante a estratégia
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protetora, reproduzindo a gravidade da lesdo e sua persisténcia similar ao
estado clinico de pacientes.

As principais caracteristicas definidas pela da ATS foram destacadas
na validacdo do nosso modelo de SDRA, sendo visualizadas mesmo apés

40 horas de VM protetora.

6.2 Lesao Tecidual

As alteracdes no tecido pulmonar evidenciada em nossos dados
foram, formacdo de membrana hialina, infiltrado neutrofilico, presenca de
edema e hemorragia que se mantiveram ao longo do grupo VM40h, com
excecdo do edema. Alguns estudos consideram a resolucdo do edema como
uma etapa da progressao da doenca. [6]

Os dados da tese da Dra. Ellen Nascimento[42] foram obtidos nestes
mesmos animais e através da analise histologica quantitativa foi estudada
progressao microestrutural e molecular da lesdo. A tese demonstrou que
independente da resolucdo do edema agudo no grupo VMP40h, a lesdo
progride. O afluxo de fluidos derivados do plasma continua para o espaco
aéreo formando mais membrana hialina, que também pode estar
correlacionada com os niveis elevados de IL1B. O mecanismo de reparo é

instalado e consequente h& diminuicdo de edema.
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6.3 Alteracdo de permeabilidade da membrana alvéolo-capilar

A alteracdo da permeabilidade da membrana alvéolo capilar € a
principal caracteristica da SDRA. Matute Bello et al sugerem vérias formas
de se medir a alteracdo de permeabilidade em modelos animais [26]. Em
nosso estudo, utilizamos 3 métodos provenientes de diferentes amostras
bioldgicas: 1) Agua extravascular pulmonar (ELWI), medida através da
termodiluicdo no sangue; 2) Concentracdo de proteina no lavado
broncoalveolar (LBA em portugués); 3) Medida da relacdo peso seco/Umido
no tecido. Nas trés técnicas utilizadas houve o aumento de permeabilidade
na lesdo bem como a sua persisténcia durante o grupo VMP 40h.

Os nossos dados de peso seco/Umido tiveram uma queda néo
significante no grupo VMP40h, podendo sugerir uma relacdo com a
diminuicdo do edema também encontrada no tecido pulmonar através da

analise histoldgica.

6.4 Respostainflamatoria

A resposta inflamatéria foi marcada por varios fatores encontrados no
tecido pulmonar, no LBA e no sangue.

A interleucina 6 aumentou na fase aguda da lesdo e teve uma
diminuicdo significativa no grupo VMP40h. Por outro lado, temos outros
marcadores evidenciando a continuacdo da inflamacdo através de niveis

elevados de polimorfonucleares e de outras citocinas como IL8 e IL13.

76



A IL6 é uma citocina pleiotropica exercendo funcéo proinflamatéria ou
anti-inflamatéria dependendo da sua ligacdo com receptores especificos [13,
14]. Em nossos dados, podemos sugerir que o efeito anti-inflamatério desta
citocina foi reduzido pela progresséo da lesdo. Assim, para esta confirmacéo
seria necessario um estudo molecular quanto a receptores de membranas.
Além disso, conforme a cinética das citocinas, o nivel reduzido de IL6 pode
ser simplesmente o efeito da resposta inflamatoria contrastada com o da
liberagao de outras citocinas como a IL8 e IL1 B [13, 14].

O aumento da IL8 encontrada no (LBA) e no tecido confirmam o papel
desta citocina como fator quimiotatico para neutréfilos, sendo responsavel
pela migracdo de polimorfonucleares e consequente piora da funcéo
pulmonar[9],0s nossos dados estdo compativeis com esta informacao pois
obtivemos um aumento de polimorfonucleares que se manteve elevado no
periodo de 40 horas.

A Interleucina 18 € responsavel pelo mecanismo de reparo do
processo de lesdo. O pneumdcito do tipo Il restaura a integridade do epitélio
alveolar pela proliferacdo, migracdo e diferenciacdo em pneumacito tipo |,
este processo é controlado por varios mediadores incluindo a IL1[.

Porém, a IL1 B também estda muito presente na fase fibrética,
responsavel pela migracdo de fibroblastos para o intersticio[43]. Podemos
sugerir uma relacao entre estes achados, correlacionando com a formagéo
de colageno e os componentes de matriz extracelular encontrado no

trabalho de Nascimento, EC [42]
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6.5 - Disfuncéo Fisiolégica

Em relagdo as trocas gasosas pudemos observar niveis PaO, abaixo
da normalidade e compativeis com os valores estabelecidos para a SDRA
pela definicdo de Berlim. A maioria dos modelos animais apresenta como
parametro Unico a queda da PaO, para definir a instalacdo da SDRA. Mas,
sabemos que a hipoxemia n&o € uma caracteristica exclusiva da SDRA.
Além de que os niveis de PaO, podem voltar a normalidade facilmente
dependendo dos parametros ventilatorios utilizados e quando realizamos as
manobras de recrutamento alveolar[26]. Por isso, padronizamos alguns
parametros respiratorios (PEEP 10 cmH;O, Ppas 25 cmH20, frequéncia
respiratéria de 25rpme FiO, de 1) no momento da lesdo e no final de 40 h,
permitindo realizar comparacgdes entre 0s animais.

A queda da complacéncia pulmonar foi observada durante a
instalacdo da lesdo e permanecendo baixa ap6s as 40 h, confirmando os
achados ja apresentados por Timenetisky et al que verificou nos mesmos
animais a reducdo das complacéncias total e regional através da

Tomografia Computadorizada e Tomografia de Impedéancia Elétrica [44].
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CONCLUSAO
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7 - CONCLUSAO

O modelo que envolve a deplecao de surfactante seguido de ventilacéo
lesiva de forma controlada pela oxigenacdo, apresenta as caracteristicas
clinicas semelhantes a SDRA e pode ser utilizado para os estudos de
estratégias protetoras de ventilagdo mecéanica por tempo prolongado. Os
achados compativeis com SDRA grave foram confirmados através de
alteracbes de mecanica pulmonar e evidéncia de inflamacdo sistémica e
tecidual, aumento da permeabilidade da membrana alvéolo capilar e lesdo

histologica.
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ANEXO |

FASE PRE-RANDOMIZA(}AO
P + 5HS €= m——pt 45NN G ——) 3HS G RANDOMIZAGAO

OTIMIZACAO LAVAGEM

- OTIMIZAGAO
HEMODINAMICA OBSERVAR “RESSUSCITACAO HEMODINAMICA
(Avaliar VPP com: HEMODINAMICA” (Avaliar VPP com:

PEEP=5 PEEP=10
Vt = 10MIKg) Vt = 8mL/Kg )

VENT. LESIVA

SIM

Voluven 250mL a cada 20min

FASE POS-RANDOMIZAGAO
—p 45 Hs ——

OBSERVAR “RE§SUSCITACAO

HEMODINAMICA”

OTIMIZAGAO HEMODINAMICA

VPP >10% ?

l NAO

até VPP <10%
(maximo 750 mL)

Inicie NORADRENALINA. Aumente
dose até PAM > 65 mmHg
(dose maxima 200 mcg/min)

l

maxima de NORA?

SIM

Para avaliar o VPP
usar Delta pressao
inspiratoria > 8 cmH20

,| -svo2 < 4592 NAO . observe
-PAM <65 mmHg?
l SIM
QAo

+«—— [ PAM<65

NAO

SIM SVO, < 45%7?
PA normalizou ou foi atingida dose / lSIM

Inicie Dobutamina e aumente dose
até SV02>45%
(dose maxima 20 mcg/kg/min)
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ANEXO I

RESSUSCITACAO HEMODINAMICA

VPP - SVO, < 45% ou
> 13% ? ou - PAM < 65 mmHg ou
= (I
- Lactato > 2
l SIM
¢ NAO | Meca VPP com VT 8mL/kg
Voluven 250mL a cada 20min & VPP >8% ? >
até VPP <13% - VPP > 8% ?
(maximo 750 Ml em 4 hs) l SIM
SIM
Voluven 250mL a cada 20min "
v até VPP <8% NAO
-SVO2 < 45%? SIM (maximo 750 Ml em 4 hs)
-PAM <65 mmHg?
NAO l ) )

PAM <65 } NAO SV02 < 45?
A
sim l

Inicie NORADRENALINA. Aumente
dose até PAM > 65 mmHg Inicie Dobutamina e aumente
(dose maxima 200 mcg/min) dose até SV02>45%
¢ (dose maxima 20 mcg/kg/min)
Meca VPP com fR=15e VT SIM
de 8mL/kg (presséao platé PA normalizou ou foi atingida dose
maxima de 35) maxima de NORA? v

> OBSERVE



ANEXO Il Fluxograma da Estratégia ARDSNET

Inicie: modo VCV, VT émL/kg e FR = 25;

FIO, 0,7; PEEP=14; 1E=1:2; | R | pHentre7,30745
Fluxo=30 LPM com Onda quadrada. Y S - 5 "|  (Avaliartoda Gaso)
) . ¥ quando variar PEEP ou FIO2
Faca ajustes rapidos de FiO, e PEEP
para atingir alvo de oxigenacao l l NAO
l Platé menor que 30 ou

SIM

maior que 25? AjustefRentre6-40 e

PaO2 de 60-80 e I.E entre 1:1 e 1:3

—> SpO, > 88% SIM l NAO
(Avaliagédo continua) 5
l Fio2 | PEEP Platé maior que 30? <
NAO 04 5 SIM l NAO
Varie FIO, ou PEEP para baixo ou 04 |8
para cima conforme tabela ao lado 05 8 Platé menor que 25?
Obs.: Para reduzir FlIO,: ’
SpO, > 90% e PaO,> 80 por e S \ELM
mais de 1 hora 06 |10 VT= 4mL/Kg ou
pH <7,15
0,7 10 Aumentar VT em
07 12 SIM NAO 1mL/kg até um
: «—p maximo de 6mL/kg
0,7 14
Reduzir VT em
08 14 1mL/kg até um
0,9 14 minimo de 4mL/kg
0,9 16
A <
Obs.: Manter 09 |18
SatO, > 88% 1 20

1 22
1 24
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