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Resumo

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) caracteriza-se por processo
inflamatorio com desenvolvimento de edema intersticial e alveolar, diminuicdo da
complacéncia pulmonar e hipoxemia refrataria & administracdo de oxigénio. Estudos
tomograficos de pulmdes em pacientes com SDRA demonstraram que O
comprometimento pulmonar é heterogéneo e que a lesdo varia de acordo com o
posicionamento, sendo maior o0 comprometimento nas areas dependentes da gravidade.
Dessa forma, a colocacdo do paciente em posi¢do prona passou a integrar o arsenal de
terapias adjuvantes na SDRA. A ventilagdo pulmonar mecanica (VM) constitui um dos
pilares do tratamento da SDRA, sendo capaz de modificar a evolucdo da doenga. Existem
dois métodos ventilatorios de prote¢do pulmonar utilizados na sindrome, um baseado na
VM convencional (VMC) e outro na ventilacdo oscilatdria de alta frequéncia (VOAF). O
objetivo do estudo foi comparar os efeitos da VOAF e da VMC protetora associadas a
posicdo prona sobre oxigenacdo, inflamacdo, histologia e dano oxidativo pulmonar, em
modelo experimental de lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida em coelhos. Quarenta e
cinco coelhos foram instrumentados com traqueostomia, acessos vasculares e ventilados
mecanicamente. A LPA foi induzida por infusdo traqueal de salina aquecida (30mL/Kg,
38°C). Foram formados trés grupos experimentais: a) Animais sadios + VMC Protetora
[grupo controle (GC) em posicéo supina; n=15]; b) Animais com LPA + VMC Protetora
(posicdo prona, GVMC; n=15); c) Animais com LPA + VOAF (posi¢do prona, GVAF;
n=15). Ap6s 10 minutos do inicio da ventilacdo especifica de cada grupo, foi colhida
gasometria arterial, sendo este momento denominado tempo zero (To), apds o qual o
animal foi posicionado em posigdo prona assim permanecendo por 4 horas. A oxigenagdo
foi avaliada pela relacdo PaO,/FiO,, a inflamacdo pulmonar pelo nivel de TNF-alfa e
contagem do ndmero de células polimorfonucleares (PMN) recuperadas do fluido de
lavagem broncoalveolar (BAL), o estresse oxidativo pulmonar pelo método de
capacidade antioxidante total (TAP) no plasma e o dano oxidativo lipidico por meio da
peroxidagdo lipidica (malondialdeido - MDA) no BAL e no plasma. A lesdo tecidual
pulmonar foi determinada por escore histopatologico de lesdo. O nivel de significancia
avaliado foi de 5%. Ambos os grupos com LPA apresentaram piora da oxigenacao apos a
inducdo da lesdo quando comparados com o GC (GC: 444+59,4 > GVMC: 69+11,6 =
GVAF: 70+21,3; p<0,05). Ap6s 4 horas, houve melhora significante da oxigenagdo no
grupo GVAF comparado ao GVMC (GC: 438+41,2 > GVAF: 365+62,6 > GVMC:



238+102,4; p<0,05). As concentracdes de MDA no plasma ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante, porém houve tendéncia a menores valores para 0 GVAF
[GC: 87,38 (64,20 - 106,34) > GVAF: 67,63 (26,40 - 327,60) < GMVC: 95,92 (34,49 -
599,06); p>0,05]. Quando analisadas as concentracbes de MDA no BAL também néo
houve diferenca estatistica [GC: 25,75 (2,73 - 291,86) < GVAF: 72,63 (0,75 - 449,64) <
GVMC: 167,15 (1,85 - 462,20); p>0,05]. A anélise do TAP no plasma mostrou maior
protecdo no GVAF (GC: 29,2 + 10,21 = GVAF: 38 = 12,0 > GVMC: 25,6 + 8,73
%protecdo; p <0,05). O GVAF apresentou menor escore de lesdo histopatoldgica no
tecido pulmonar que 0o GVMC [GVAF: 1,4 (1,2 -1,8) < GVMC: 1,7 (1,4 — 3,2); p<0,05].
A porcentagem de neutrofilos no BAL foi menor no GVAF em relagdo ao GVMC, (GC:
14+2,5 < GVAF: 74+7,2 = GVMC: 84,5125 p<0,05). E em relagdo aos niveis de TNF-alfa
no tecido pulmonar, ndo houve diferenca entre os grupos VAF e VMC (p>0,05). Este
estudo demonstra que a VOAF associada a posicdo prona melhora a oxigenacao e atenua
0 dano oxidativo e a lesdo pulmonar histopatolégica comparado com VMC em LPA
induzida experimentalmente.

Abstract

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is characterized by inflammation with
development of interstitial and alveolar edema, decreased lung compliance and
hypoxemia refractory to oxygen. Tomographic studies in the lungs of patients with
ARDS have shown that impaired lung is heterogeneous and that injury varies with the
position being higher in the areas commitment dependent on gravity. Thus, placing the
patient in the prone position became part of the arsenal of adjuvant therapies for ARDS.
Mechanical ventilation (MV) is the most important ARDS treatment, being able to
modify the course of disease. There are two protective ventilatory methods, one based on
conventional MV (CMV) and the other in high-frequency oscillatory ventilation (HFOV).
The aim of this study was to compare the effects of HFOV and CMV protective
associated with prone position on oxygenation, inflammation, histology and oxidative
lung damage in an experimental model of acute lung injury (ALI) induced in rabbits.
Forty-five rabbits were instrumented with tracheostomy, vascular access and
mechanically ventilated. ALI was induced by infusion of warm saline tracheal (30ml/kg,
38° C). The study involved three groups: a) Healthy animals + Protective CMV [control
group (CG) in the supine position, n = 15], b) animals with ALI + Protective CMV (prone
position, GVMC, n = 15); c) Animals with ALI + HFOV (prone position, GVAF, n = 15).



After 10 minutes of the beginning of each group of specific ventilation an arterial blood
gases was collected, being designated time zero point (T0). After that the animal was
placed in prone position and remained so for 4 hours. Oxygenation was measured by
PaO,/FiO; ratio, lung inflammation by TNF-alpha and counting of the number of
polymorphonuclear cells (PMN) recovered from bronchoalveolar lavage fluid (BAL),
pulmonary oxidative stress was determined by Total Antioxidant Performance Assay
(TAP) and lipid oxidative damage through lipid peroxidation (malondialdehyde - MDA)
in BAL and plasma. Lung tissue injury was determined by histopathologic injury score.
The significance level was evaluated at 5%. Both groups had very poor oxygenation ALI
after induction of injury when compared to the GC (GC: 444+59,4 > GVMC: 69+11,6 =
GVAF: 70+£21,3; p<0,05). After 4 hours, there was significant improvement in
oxygenation GVAF group compared to GVMC (GC: 438+41,2 > GVAF: 365+£62,6 >
GVMC: 238+102,4; p<0,05). MDA concentrations in plasma showed no statistically
significant difference, but there was a tendency to lower values [GC: 87,38 (64,20 -
106,34) > GVAF: 67,63 (26,40 - 327,60) < GMVC: 95,92 (34,49 - 599,06); p>0,05].
MDA concentrations in BAL showed no statistical difference [GC: 25,75 (2,73 - 291,86)
< GVAF: 72,63 (0,75 - 449,64) < GVMC: 167,15 (1,85 - 462,20); p>0,05]. TAP analysis
in plasma showed higher protection for GVAF (GC: 29,2 + 10,21 = GVAF: 38 £ 12,0 >
GVMC: 25,6 + 8,73 % protection ; p <0,05). The GVAF showed lower histological
injury score in the lung tissue compared to GVMC [GVAF: 1,4 (1,2 -1,8) <GVMC: 1,7
(1,4 - 3,2); p<0,05]. The percentage of neutrophils in BAL were lower comparing GVAF
to GVMC, GC: 1+2,5 < GVAF: 74%7,2 = GVMC: 84,5+25 p<0,05). Regarding TNF-
alpha levels in lung tissue, there was no difference among groups (p >0,05). This study
indicates that HFOV associated with prone position improves oxygenation and reduces
oxidative damage, and histopathological lung injury compared with CMV in
experimentally induced ALI.



1. Introducgéo

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) ¢é doenca
potencialmente fatal e que representa importante problema de sadde publica’.
Caracteriza-se por processo inflamatério que leva a quebra da barreira alvéolo-capilar
com desenvolvimento de edema intersticial e alveolar, diminuicdo da complacéncia
pulmonar, hipertensdo pulmonar, desequilibrio da relagcdo ventilacdo/perfusdo e
hipoxemia refrataria & administragdo de oxigénio?. Apesar do progresso no entendimento
de sua fisiopatologia e consequente avango em estratégias terapéuticas, a mortalidade
permanece elevada’.

A ventilacdo pulmonar mecanica (VM) constitui um dos pilares do tratamento da
SDRA, sendo capaz de modificar a evolucdo da doenca. Existem dois métodos
ventilatorios de protecdo pulmonar utilizados na sindrome, um baseado na VM
convencional (VMC) e outro na ventilacio oscilatéria de alta frequéncia (VOAF)*.

Baseado no conceito de comprometimento homogéneo do parénquima pulmonar
que prevalecia até 1980, o suporte ventilatorio na SDRA era fornecido utilizando-se
volume corrente (VC) elevado, 10 a 15 mL/Kg, bem acima daquele empregado em
pacientes sem doenca pulmonar. Tais valores de VC eram utilizados com o objetivo de
normalizar PaCO,, PaO, e pH, sendo a pressdo inspiratoria (PIP) liberada para valores téo
elevados quanto 40-45 cmH,0. Posteriormente, contribuiu grandemente para o
entendimento da doenca, a observacdo, por meio de estudo tomografico dos pulmdes, de
que o comprometimento do parénquima pulmonar na SDRA ndo é homogéneo, existindo
4reas de pulmdo normal®. Paralelamente, diversas publicacdes®’ alertaram para
ocorréncia da lesdo pulmonar induzida pela VM (LPIVM) ao se utilizar elevados valores
de VC e de PIP, até entdo empregados rotineiramente. A LPIVM pode ser definida como
a lesdo que ocorre em éareas de pulmédo normal de pacientes submetidos a VM e que
simula a lesdo pulmonar aguda. Distensdo repetitiva dos alvéolos e o consequente
desenvolvimento de atelectasia contribuem para a lesdo pulmonar, a qual se origina do
padrdo ventilatorio utilizado para o suporte da oxigenacdo e ventilagdo. A mudanca
ciclica no volume pulmonar parece, também, ser causa importante de LPIVM, sugerindo
gue uma estratégia ventilatoria que evite grandes variagdes no volume pulmonar possa
ser benéfica®®. A idéia que predomina atualmente é a de que o emprego de VC alto, com
geracdo de altas pressdes de pico inspiratorio e de platd, determina leséo estrutural em
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areas de pulméo até entdo sadias, agravando a hipoxemia e piorando a evolucdo dos
pacientes com SDRA. A VM mais agressiva pode, também, propiciar lesdo alveolar
inflamatoria, mimetizando as lesdes anatomopatolégicas da sindrome em areas
pulmonares sadias'®** e aumentar o risco de desenvolvimento de sindrome de disfuncéo
de multiplos 6rgaos e sistemas (biotrauma)™.

Assim é que, em 2000, o grupo The Acute Respiratory Distress Syndrome
Network™ comparou o uso da ventilacdo mecénica tradicional com a ventilagdo com VC
baixo (6 mL/kg) e pressdo de platd limitada em 30 cmH,0O. O trabalho teve que ser
interrompido com 861 pacientes, pois a mortalidade foi significativamente menor no
grupo ventilado com VC baixo. Surgiu, entdo, o conceito de VMC protetora.

A recomendacéo atual para a VMC protetora na SDRA ¢ a utilizacdo de VC baixo
(6-8 mL/KQ), pressao de platd limitada em 30 cmH,0 e presséo expiratoria final positiva
(PEEP) elevada, em modos limitados a pressdo™, permitindo que a saturagdo arterial de
oxigénio fique entre 88%-90% (hipoxemia permissiva) e que a PaCO, atinja valores de
até 100 mmHg (hipercapnia permissiva)®.

Embora a VMC protetora seja efetiva em muitos pacientes, ha um ndmero
significante deles que apresenta insuficiéncia respiratoria grave e nos quais a VMC
protetora pode ndo garantir a oxigenagdo e a ventilagcdo. Além disso, a PEEP elevada
pode causar hiperdistensdo alveolar devido aos altos picos de pressdo gerados™.
Acrescenta-se, também, que o emprego de VC baixo pode diminuir o volume pulmonar,
levando a colapso alveolar, com agravamento da hipoxemia'"*®. Nestes casos, quando a
protecdo pulmonar é mandatdria, a VOAF passa ser uma alternativa atraente™®.

A VOAF é método ventilatério que utiliza VC mais baixo que o volume do
espaco morto anatémico (1-3 mL/Kg) com frequéncia bem acima da fisioldgica (3—15
Hertz; 1 Hz=60 respira¢cbes por minuto), evitando as elevadas pressdes e volumes
alveolares tipicos da VMC®. E método ventilatrio Ginico, pois a inspiracdo e a expiracéo
sdo ativas, sendo a oxigenacdo manipulada por ajustes da pressdo média de vias aéreas
(Paw), a qual controla a insuflacdo pulmonar de modo semelhante & PEEP?.

Inicialmente, a VOAF foi utilizada como estratégia de resgate quando outros
modos de ventilagdo falhavam?*?*. Em 1997, Fort et al.?? descreveram o uso da VOAF
em 17 adultos com SDRA e observaram melhora da relagdo PaO,/FiO; e do indice de
oxigenagdo (10) em 13 pacientes, com 53% de mortalidade. Subsequentemente, varios
outros autores publicaram sua experiéncia com este modo ventilatério. Em 2002, o
MOAT (Multicenter Oscillatory Ventilation for Acute Respiratory Distress Syndrome
Trial) comparou a VOAF com a ventilagdo convencional com pressdo-controlada. A
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VOAF determinou melhora mais rapida da relacdo PaO,/FiO, quando comparada com a
ventilacdo convencional®®. Os autores concluiram que a VOAF é segura e efetiva para
tratamento da SDRA. Mehta et al.®®, em 2004, concluiram que a VOAF tem efeitos
benéficos sobre a oxigenacdo, pode ser tratamento de resgate efetivo na hipoxemia grave
e que sua instituicdo precoce pode ser vantajosa.

Em pediatria, a VOAF foi inicialmente utilizada com sucesso em neonatos
e, apesar do aumento da utilizacdo deste modo ventilatério em criangas com SDRA,
existem apenas treze publicacdes sobre mortalidade®, poucos estudos prospectivos'®#*%
e apenas um estudo randomizado e controlado®. Recentemente, Ben Jaballah et al.?%, em
estudo clinico prospectivo de 12 criancas com SDRA demonstraram que a VOAF
melhora a troca gasosa de modo rapido e sustentado nos pacientes que apresentaram falha
coma VMC.

Estudos em animais sugeriram que a VOAF reduz a LPIVM®*®, Imai et a
estudando coelhos nos quais a SDRA foi induzida por meio de lavagem pulmonar com
solucdo salina aquecida, compararam esse método ventilatério com duas outras
estratégias protetoras de ventilagdo mecénica (VC baixo, 5 — 6 mL/Kg, com PEEP dois
pontos acima do ponto de inflexdo da curva pressdo-volume e VC baixo, 5 — 6 mL/Kg,
com PEEP de 8 — 10 cmH,0) e um grupo controle (VC de 10-12 mL/Kg e PEEP de 4 — 5
cmH,0). Os autores concluiram que a VOAF melhorou a complacéncia pulmonar,
atenuou a inflamacédo pulmonar, avaliada por infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares
e concentracdo de Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-alfa) no espago alveolar, e,
também, diminuiu as lesdes histoldgicas de pequenas vias aéreas e alvéolos de forma
mais efetiva que as outras estratégias ventilatorias. Rotta et al.*, por sua vez, também
estudando coelhos submetidos a lavagem pulmonar com salina, compararam VOAF e
VMC com PEEP alta (10 cmH,0) e baixa (2 cmH,0), ventilagdo com PEEP dois cmH,0
acima do primeiro ponto de inflexdo da curva pressdo-volume (estratégia protetora) e
animais sem SDRA, sob ventilacdo convencional. Os autores demonstraram que a VOAF
atenuou a lesdo oxidativa pulmonar avaliada pelos métodos da mieloperoxidase e
malondialdeido, marcadores da leucoestase pulmonar e do dano oxidativo do
compartimento lipidico, respectivamente. Resultado semelhante foi obtido por Viana et
al.®® estudando coelhos com lesdo pulmonar induzida por infusdo venosa de
lipopolissacarideo de E. coli e por lavagem pulmonar com salina. Meyer et al.>*, por sua
vez, submeteram coelhos a lavagem pulmonar com salina para induzir SDRA e
estudaram duas frequéncias respiratorias durante VOAF (15 Hz vs. 5 Hz) e observaram
que ambas as estratégias restauraram a oxigenacao e a ventilacdo, com o achado adicional
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de que a frequéncia mais baixa aumentou o infiltrado neutrofilico do lavado alveolar.

Recentemente, nosso grupo publicou, pela primeira vez na literatura, resultados da
comparagdo entre VMC protetora e VOAF quanto ao estresse oxidativo total, ou seja,
analisando-se os compartimentos aquoso e lipidico, no tecido pulmonar de coelhos pelo
método da Capacidade Antioxidante Total (TAP). Concluiu-se que a VOAF atenuou a
lesdo oxidativa em modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por lavagem pulmonar com
salina®.

Em decorréncia da alta mortalidade observada na SDRA, tanto em adultos como
em criangas, estratégias terapéuticas adicionais a ventilagdo mecéanica vém sendo
desenvolvidas. Dentre elas, destaca-se a posicao prona®.

Estudos tomogréficos de pulmdes de pacientes com SDRA demonstraram que 0
comprometimento pulmonar é heterogéneo e que a lesdo varia de acordo com a posicao
do paciente, sendo mais importante nas areas dependentes da gravidade, ou seja, na
regido pulmonar dorsal e posterior, quando o paciente estd em posicdo supina®. Em
posi¢do supina, o volume reduzido de &areas pulmonares aeradas, ndo dependentes da
gravidade, estd em risco de superdistensdo e de lesdo por ciclos repetidos de abertura de
fechamento de unidades alveolares quando a VM é utilizada com volumes e pressdes
elevadas®. Desta forma, a colocagdo do paciente em posicdo prona passou a integrar o
arsenal de terapias adjuvantes da SDRA.

A posicdo prona, primeiramente descrita por Bryan®’, pode melhorar as trocas
gasosas por mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos, entre os quais destacam-se:
1) redistribuicdo da ventilacdo para &reas pulmonares dorsais melhor perfundidas®®. Ha
melhora da relagdo ventilagdo/perfusdo (V/Q) nas regibes dorsais, onde o colapso
pulmonar e a relacdo V/Q desigual predominam, quando em posicdo supina®; 2)
homogeneizagdo da distribuicdo do volume corrente associado com alteragdes na
mecanica da parede toracica®’; 3) recrutamento alveolar*'; 4) redirecionamento de forcas
compressivas exercidas pelo peso do coracio sobre os pulmdes*; 5) e melhor remogéo de
secrecoes.

Em 2004, Guérin et al*® realizaram estudo multicéntrico, controlado e
randomizado envolvendo 791 pacientes adultos com insuficiéncia respiratoria
hipoxémica aguda (PaO,/FiO,<300) submetidos a VMC para comparar posi¢do prona e
supina. N&o houve diferenca na mortalidade de 28 dias entre 0s grupos prona e supina.
No entanto, a oxigenacdo foi melhor no grupo prona e a incidéncia de pneumonia
associada a VM foi significantemente menor neste grupo. No ano seguinte,
Mentzelopoulos et al** avaliaram 10 adultos com SDRA grave (PaO,/FiO,<100) sob
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FiO, de 0,79+0,07, PEEP de 9,4+1,3cmH,0 e VC de 9,0+0,9mL/Kg ajustados para
manter a pressdo de platdé pulmonar abaixo de 30 cmH,O. Os pacientes foram estudados
em posicdo supina a 60°, depois foram colocados em prona e, por fim, novamente, em
decubito supino. Os autores observaram reducdo de indicadores de estresse pulmonar
parenquimatoso total e de tensdo pulmonar com a posicdo prona. Este foi o primeiro
estudo realizado em humanos que mostrou a possibilidade de reducéo de leséo pulmonar
quando a posi¢édo prona foi adotada.

Em revisdo publicada em 2006, Guérin* concluiu que a posicdo prona melhora a
oxigenacdo sem induzir ou até prevenindo a superdistensdo pulmonar e hiperinsuflacao.
Mais recentemente, Romero et al.*® estudaram 15 adultos com SDRA grave (PaO,/ FiO,
<100) submetidos a posicdo prona por 48 horas ou mais, até um indice de oxigenacao
menor do que 10 fosse atingido. Os autores demonstraram melhora significativa da
relacdo PaO,/FiO, e do indice de oxigenacao (IO = pressao média de vias aéreas x FiO, x
100/Pa0,), diminuicdo da PaCO, e da pressdo de platd e aumento da complacéncia
estatica quando da aplicacdo da posi¢do prona.

Em criancas com SDRA, a posic¢do prona vem sendo avaliada em estudos clinicos
de formas variadas. Relvas et al.*’ mantiveram 40 pacientes de 1 més a 18 anos de idade
em prona e observaram diminuicdo do indice de oxigenacdo, aumento da relacdo
PaO,/FiO, em 6-10h e melhora ainda mais acentuada da oxigenacdo em 18-24h, sem
mudanca significativa na pressao aérea média. Concluiram que a posi¢do prona melhora a
oxigenacdo em criangas com SDRA submetidas 8 VMC e que a manutencdo dos
pacientes em prona por mais de 12 horas esta associada a melhora mais pronunciada e
estavel do indice de oxigenacdo comparada a periodos mais curtos. Casado-Flores et al.*®
utilizaram posi¢do prona em 23 criancas com SDRA, mudando de prona para supina a
cada oito horas. Observaram que trés em cada quatro criancas responderam a mudanca de
posicdo com melhora da relagdo PaO,/FiO,, ndo havendo melhora ou até mesmo piora
apos a volta para posicdo supina. Das criancas que responderam a posi¢ao prona, 33%
ndo responderam na primeira vez. Os autores concluiram que a posi¢do prona € um
procedimento simples, praticamente sem complicacdes e bem tolerado e que melhora a
oxigenacdo na maioria das criangas com SDRA.

Em 2005 foi publicado estudo® controlado e randomizado com 102 criangas, de
duas semanas a 18 anos de idade, com o diagnostico de lesdo pulmonar aguda. O estudo
mostrou melhora da oxigenacdo na maioria dos pacientes randomizados para a posi¢do
prona, caracterizando 90% deles como respondedores para melhora da oxigenacéo.
Porém, ndo houve diferenga significativa entre os grupos em dias livre de VM,
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mortalidade, tempo de recuperacdo da lesdo pulmonar e dias livre de faléncia organica.
Em 2008, revisdo sistemética da Biblioteca Cochrane demonstrou em criangas com
SDRA que a posicdo prona melhora a saturacdo de oxigénio, a PaO,, o indice de
oxigenacdo, a sincronia tdraco-abdominal e ocasiona menos episodios de queda da
saturacio®’.

Continuando os estudos, o assunto j& foi objeto de trés metanalises que
compararam posi¢cdo prona com supina. Duas delas ocuparam-se apenas de trabalhos
controlados e randomizados em adultos com insuficiéncia respiratoria hipoxémica (quatro
estudos com 1.271 pacientes)® ou com SDRA (cinco estudos com 1.316 pacientes)?.
Outra metanalise avaliou adultos e criancas com insuficiéncia respiratéria aguda (lesao
pulmonar aguda ou SDRA) em estudos controlados e randomizados (13 estudos com
1.559 pacientes)>. Todas concluiram que, apesar de melhorar a oxigenacao e diminuir o
risco de pneumonia associada a VM, a posicdo prona ndo se associa a diminuicdo da
mortalidade. No entanto, hé efeito benéfico nos pacientes mais graves.

Estudos em animais mostraram que a posi¢do prona melhora a oxigenagdo em
relacdo a posicdo supina. Além disso, manobras de recrutamento alveolar parecem ser
mais efetivas para melhorar a oxigenacéo se realizadas quando o animal esta em posicdo
prona, sendo que a manutencdo do efeito destas manobras se consegue com 0 uso de
pressao expiratéria final positiva mais baixa que na posi¢do supina e o efeito da posi¢cdo
prona sobre a oxigenagdo é mantido apds voltar a posic&o supina®. Foi demonstrado, em
caes, que a posicdo prona promove lesdao pulmonar histoldgica de menor gravidade e
mais homogénea que a posicdo supina’. Estes resultados foram posteriormente
confirmados por Valenza et al®*, que mostraram em ratos com pulmé&o normal, que a
posicdo prona retarda a evolucdo da lesdo pulmonar, além de permitir ventilagdo mais
homogénea. De fato, o volume corrente, preferencialmente, tensiona as regides
pulmonares ndo dependentes na posicdo supina, enquanto que na posi¢cdo prona o
deslocamento do diafragma para baixo € mais relevante.

Assim, atualmente, a posicdo prona faz parte das estratégias terapéuticas de
protecdo pulmonar, sendo maneira fisiologicamente apropriada para ser utilizada em
pacientes com SDRA grave.

Considerando-se a gravidade da maior parte dos casos de SDRA e os efeitos
benéficos da VOAF e da posicédo prona é possivel que a associagdo dessas duas formas de
tratamento determine melhora mais acentuada da oxigenacdo além de reduzir a
intensidade da lesdo pulmonar induzida pela VM.

Poucos foram os estudos que avaliaram a associacdo de VOAF com posi¢édo
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prona. Estudo clinico prospectivo e randomizado com 39 adultos com SDRA
(Pa0,/Fi0,=150)>°, ap6s 12 horas de uso de VMC protetora em posicdo supina,
distribuiu os pacientes em trés grupos: 1) posi¢do prona associada a VMC protetora; 2)
posicdo prona associada a VAF; 3) posicdo supina associada a VOAF. Os pacientes
foram ventilados nestas modalidades por 12 horas. Os autores analisaram a oxigenacéo
por meio da relacdo PaO,/FiO, e do IO e a inflamag&o pulmonar por meio das citocinas
séricas, no lavado broncoalveolar (BAL) e citologia do BAL. Os autores concluiram que
a posicdo prona associada 8 VMC ou a VOAF melhora a oxigenacdo dentro de 12 horas,
em contraste com a posicdo supina associada & VOAF. Além disso, a posi¢do prona
reduziu os niveis séricos de IL-8 e o numero de neutr6filos no BAL quando comparada
com a posicao supina associada a VOAF, indicando diminui¢do da inflamagéo pulmonar.
Demory et al.”®, em outro estudo prospectivo e randomizado, estudaram 43 pacientes com
SDRA (PaO,/Fi0,<150 em PEEP >5cmH,0) que foram divididos em trés grupos: 1)
VMC com 12 horas em posicdo prona e apds 12 horas em posi¢do supina; 2) VMC com
12 horas em posicao prona e ap6s 12 horas de posicdo supina em VOAF; 3) VMC com
12 horas em posi¢éo supina e apds 12 horas desta mesma posicdo em VOAF. Concluiram
que a posicdo prona melhorou a oxigenagdo a partir da primeira hora, 0 que néo
aconteceu no grupo ventilado inicialmente com a posi¢cdo supina. A melhora sé foi
mantida no grupo posteriormente ventilado com VOAF. N&o houve aumento da
oxigenacdo, em nenhum momento, no grupo que permaneceu todo o tempo em posicao
supina, mesmo apds ser colocado na VOAF. Os autores sugeriram que a VOAF é capaz
de manter o recrutamento alveolar induzido pela posi¢cdo prona e seu uso apos a posicao
prona permite reduzir a FiO, para niveis potencialmente menos tdxicos.

Estudo experimental em porcos®’, nos quais a SDRA foi induzida por lavagem
com salina, demonstrou que a VOAF associada a posicao prona melhorou a oxigenacéo,
além de reduzir significativamente a fracdo de shunt pulmonar e normalizar o débito
cardiaco, com pressdes medias de vias aéreas mais baixas que quando a VOAF foi
associada a posicdo supina. Recentemente, nosso grupo publicou resultados de estudo
experimental em coelhos, nos quais a lesdo pulmonar foi induzida por infusdo de salina
aquecida. Os animais foram submetidos & VOAF sendo comparadas as posi¢fes prona e
supina. Concluiu-se que a posic¢ao prona atenuou a inflamacéo pulmonar, avaliada pelos
niveis de TNF-alfa no fluido do BAL e nos tecidos pulmonares dos animais, e associou-
se a menor escore histopatoldgico de lesdo pulmonar nas areas pulmonares dependentes e
ndo dependentes da gravidade™®.

Assim, considerando as caracteristicas protetoras da VOAF e a capacidade de
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redistribuicdo da ventilacdo para areas pulmonares melhor perfundidas, assim como o
potencial de recrutamento da posi¢do prona, nossa hipétese é que a somatoria de efeitos
benéficos da VOAF e da posicdo prona determina melhora mais acentuada da
oxigenacdo, lesdo histopatologica mais homogénea e de menor intensidade e atenua a
lesdo pulmonar tecidual oxidativa e inflamatéria quando comparada com a VMC
protetora associada a posi¢ao prona.

O objetivo do estudo foi comparar o efeito da posi¢do prona associada a VOAF e
a VMC protetora sobre a oxigenacdo, inflamag&o, histologia e dano oxidativo pulmonar,
em modelo experimental de lesdo pulmonar aguda induzida em coelhos. Os desfechos
foram: oxigenac&o; inflamagdo pulmonar avaliada pelo nivel de TNF-alfa e contagem do
nimero de células polimorfonucleares (PMN) recuperadas do fluido de lavagem
broncoalveolar (BAL); estresse oxidativo pulmonar, determinado pelo método de
capacidade antioxidante total (TAP) no plasma e o dano oxidativo lipidico através de
peroxidacdo lipidica (malondialdeido) no BAL e no plasma; e lesdo tecidual pulmonar,
determinada por escore histopatolégico de lesao.

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratorio Experimental do Centro de Pesquisa Clinica
e Experimental do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu-
UNESP, e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu sob o protocolo no. 795.

2.1. Obtencao, Preparo e Distribuicdo dos Animais

Trata-se de estudo prospectivo, controlado, in vivo e em animais de laboratorio.
Foram utilizados coelhos jovens brancos fornecidos pelo Biotério da UNESP - Campus
de Botucatu, com peso corporal variando de 2,0 a 3,0 Kg.

Apo0s pesagem, os animais foram anestesiados e sedados com uma solucdo de
cetamina (50 mg/Kg) e acepromazina (2 mg/Kg) administradas por via intramuscular.
Posteriormente, os animais foram colocados em goteira cirdrgica, receberam oxigénio a
100% por meio de cateter nasal e foram submetidos a tricotomia cervical e toracica para
colocagéo de eletrodos de monitoracdo da frequéncia cardiaca (FC). Se a FC diminuisse
para valores abaixo de 180 bpm, era administrada atropina na dose de 0,01 mg/Kg por via
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intravenosa na veia auricular. A regido anterior do pescoco dos animais foi anestesiada
com Xxilocaina para realizacdo da traqueostomia, disseccdo da artéria carétida e veia
jugular interna. Pela traqueostomia foi introduzido tubo traqueal de maior calibre possivel
(didmetro interno de 3,0 a 3,5 mm, Portex, Hythe, UK), mantido em posi¢do por meio de
fita cirdrgica. Imediatamente, iniciou-se a ventilagio mecéanica com o aparelho de
ventilagdo mecanica convencional (Inter 7 plus, Intermed, S&o Paulo, Brasil). Os
parametros iniciais foram: modo pressao-regulada volume controlado (AC/PRV), com
VC alvo de 6 mL/Kg; frequéncia respiratéria (FR) de 40 ciclos por minuto, ajustada de
acordo com a PaCOg; tempo inspiratério (Ti) de 0,5 segundo; PEEP de 5 cmH,0; fracdo
inspirada de oxigénio (FiO,) de 1,0. Estes parametros foram mantidos por periodo de
estabilizacdo de 10 minutos até o momento da inducdo da lesdo pulmonar nos grupos
tratados.

Depois da traqueostomia, foram dissecadas a artéria cardtida e a veia jugular
interna. Na artéria foi introduzido um cateter de limen Unico (22 Gauge Jelco, Introcan®
Safety™ - B-Braun, Melsungen, Germany) e na veia um cateter de duplo ldmen (57" -
Arrow International Inc., Reading, Philadephia-USA). O cateter arterial foi utilizado para
obtencdo de gasometrias e para monitoragcdo continua da pressdo arterial média (PAM)
com auxilio de um sistema de monitoracdo de pressdo (LogiCal® da Medex, Dublin,
USA) conectado a monitor multiparamétrico (Dixtal, Manaus, Brasil). O cateter na veia
cava foi utilizado para administragdo de sedativos em infusdo continua, soro de
manutencgéo e drogas vasoativas.

Obtidos os acessos vasculares, a anestesia foi mantida por meio de administragdo
intravenosa continua de 10 mg/Kg/h de cetamina, até a conclusdo do experimento. Além
disso, os animais foram submetidos a bloqueio neuromuscular por meio da administracéo
intravenosa de 0,2 mg/Kg de pancurdnio, sendo o bloqueio mantido com doses adicionais
de 0,1 mg/Kg a cada 30 minutos. Em qualquer momento do experimento, caso a PAM
atingisse valores inferiores a 50 mmHg, iniciava-se infusdo intravenosa continua de
noradrenalina em dose inicial de 0,5 pg/Kg/min e, ndo havendo resposta, a dose era
aumentada até 2 pg/Kg/min. Se ainda assim ndo houvesse resposta, adicionava-se
adrenalina na dose de 0,1 a 0,3 pg/Kg/min.

Durante o experimento, a temperatura corporal foi monitorada com o auxilio de
termdmetro digital por via retal, sendo mantida entre 38°C e 40°C com auxilio bolsas
térmicas, e a volemia mantida por meio de infuséo continua de 4 mL/Kg/h de solucéo
salina acrescida de 5% de dextrose.
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2.2. Instalagdo do modelo de LPA

A lesdo pulmonar aguda (LPA) foi induzida conforme técnica previamente
descrita®***°, Resumidamente, através da canula traqueal eram realizadas seis lavagens
sucessivas do pulméo com soro fisioldgico aquecido a 38°C em aliquotas de 30 mL/Kg, a
uma pressdo maxima de 30 cmH,0. Cada procedimento de lavagem tinha duragdo de 60
segundos, sendo 20 segundos reservados para infusdo e o tempo restante para retirada, a
qual foi realizada por gravidade, movimentos externos de compressdo torécica e gentil
succdo. Completada a retirada, o procedimento era repetido a cada 3-5 minutos até atingir
relacdo PaO,/FiO, < 100 mmHg, confirmada ap6s 10 minutos de estabilizacdo. Se o
critério ndo fosse atingido, eram realizadas mais duas lavagens na sequéncia e, depois de
10 minutos, nova gasometria era obtida e assim sucessivamente até atingir relacdo
Pa0,/FO, < 100 mmHg. Atingindo o critério, os animais foram aleatorizados para
COMpOr 0S grupos experimentais.

2.3. Formacao dos grupos experimentais e ventilagdo mecanica

De acordo com o comportamento das variaveis analisadas em outros estudos que
utilizaram metodologia semelhante, foram estudados 15 coelhos por grupo®**. Os
animais foram escolhidos ao acaso para compor trés grupos experimentais, a saber:

e Animais sadios instrumentados e submetidos a VMC protetora (controle-GC)

com os seguintes parametros: modo pressdo-regulada volume controlado; VC
alvo de 6 mL/Kg; FR de 40 ciclos por minuto; Ti de 0,5 segundo; PEEP de 5
c¢cmH,0; FiO, de 1,0 (protocolo apresentado na figura 1).

e Animais com LPA submetidos a VMC protetora em posi¢ao prona (GVMCQ):
neste grupo, além dos parametros descritos para 0 GC, a PEEP foi aumentada
para 8 cmH,0 durante a primeira hora e, em seguida, para 10 cmH,0
permanecendo assim até o final do experimento (protocolo apresentado na
figura 1).

e Animais com LPA submetidos a VOAF em posi¢ao prona (GVAF): A VOAF
foi fornecida pelo oscilador SensorMedics 3100A (Viasys Healthcare, Yorba
Linda, USA) com pressdo média de via aérea de 15 cmH,O, Ti de 33%, FR de
10Hz e amplitude 22 cmH,0, sendo a FR e amplitude ajustadas para manter
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PaCO; em niveis fisiologicos (35-45 mmHg) (protocolo apresentado na figura
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Figura 1: Protocolo experimental e distribuicdo dos animais de acordo com o tipo de ventilagdo
utilizada. VC= Volume Corrente; FR= Frequéncia Respiratério; Ti= Tempo Inspiratério; FiO,=
Fracdo Inspirada de Oxigénio; PEEP= Pressdo Expiratoria Final Positiva; Paw= Pressdo Média de
Vias Aéreas.

Apbs 10 minutos do inicio da ventilacdo especifica de cada grupo, nova
gasometria foi obtida, sendo este momento denominado tempo zero (T0), ap6s o qual o
animal foi colocado em posi¢cdo prona. A partir deste momento, 0s animais foram
ventilados por quatro horas, sendo colhidas gasometrias arteriais nos seguintes
momentos: 30, 60, 120, 180 e 240 minutos. O tempo de quatro horas foi escolhido
levando-se em conta a viabilidade de coelhos neste tipo de experimento, baseado em
experimentos anteriores, e em razdo dos estudos citados anteriormente que demonstraram
efeitos precoces, clinicos e experimentais, da posi¢do prona.

2.4. Contagem de células polimorfonucleares no fluido de lavagem
broncoalveolar
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As células totais do BAL foram contadas por meio de camara de Neubauer. O
volume do lavado broncoalveolar foi medido e centrifugado. As células obtidas por
centrifugacdo foram suspensas novamente em 1 mL de salina e depois diluidas 1:10 em
solugdo de Turk para contagem. A contagem diferencial foi realizada em esfregaco da
mesma amostra de células, em laminas e coloracdo de Leishman. A fixacdo das células
em laminas foi realizada por meio de citocentifugagéo.

2.5. Medida da concentracdo de TNF-alfa no tecido pulmonar

As dosagens de TNF-alfa no tecido pulmonar foram realizadas utilizando-se o

1
1.3

método de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), conforme Imai et al.”” e

protocolo fornecido pelo fabricante (PharMingen®). O método de ELISA utilizou
anticorpo policlonal de cabra anti-TNF-alfa como anticorpo de captura na concentracao
de 4 ug/mL e anticorpo de cabra policlonal anti TNF-alfa biotinilado como anticorpo de

revelagéo.

2.6. Manipulacdo dos pulmdes e Histologia Pulmonar

Antes do término do experimento, os animais receberam 1 mL de heparina e
foram sacrificados com a administracdo intravenosa rapida de cetamina. Apds o
sacrificio, o tubo traqueal foi ocluido e o térax aberto para excluir a presenca de
pneumotdrax oculto, confirmar a posicdo dos cateteres vasculares e do tubo traqueal e
coletar amostra para andlise histoldgica e para lavado broncoalveolar. Nos animais nos
quais foram realizados o lavado broncoalveolar, o bréonquio fonte direito foi ligado por
meio de fita cirdrgica, o bloco pulméo/coracdo removido e o pulméo esquerdo lavado
duas vezes utilizando-se aliquota de 15 mL/Kg de salina normal. O fluido drenado foi
coletado para analise do lavado broncoalveolar. Nos animais submetidos a analise
histoldgica, o bloco traqueia/pulmao/coracdo foi removido, os pulmdes e a traqueia
separados do coragdo e o pulmdo esquerdo dos animais ndo submetidos a lavagem
broncoalveolar foram preenchidos com solu¢do de formol a 10%. O preenchimento foi
realizado por meio de coluna com equipo de soro com 30 cm de comprimento conectada
a uma de suas extremidades a um frasco que continha formol e na outra a traqueia do
animal. A partir desse sistema o formol gotejava por gravidade, lentamente, de forma a
preencher os espagos alveolares, preservando sua arquitetura. Apds periodo minimo de
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fixacdo de 24 horas, fragmentos eram embebidos em parafina e entdo realizados cortes
axiais de pulmdo que foram corados com hematoxilina e eosina e examinados por dois
patologistas, de forma cega e independente. Em cada lamina, o espécime foi dividido em
duas zonas distintas, representando as regides dependentes (dorsais) e ndo dependentes
(ventrais) do pulm&o. Dez campos microscopicos foram aleatoriamente selecionados para
0 exame, sendo cinco em cada regido, totalizando 50 andlises para cada animal. O dano
histoldgico pulmonar foi quantificado por um escore composto de sete variaveis
(inflamagéo alveolar e intersticial, hemorragia alveolar e intersticial, edema, atelectasia e
necrose). A gravidade da lesdo foi classificada para cada uma das sete varidveis da
seguinte forma: sem lesdo = 0, lesdo em 25% do campo = 1, lesdo em 50% do campo = 2,
lesdo em 75% do campo = 3, lesdo difusa = 4. A pontuacdo maxima possivel era de 28 e
a minima zero®*®,

2.7. Medida da peroxidacao lipidica — Malondialdeido

Concentracbes de malondialdeido (MDA), marcador do dano oxidativo lipidico,
foram medidas no fluido de lavagem pulmonar e no plasma utilizando o método de
Esterbauer and Cheeseman®.

2.8. Determinacao do Estresse Oxidativo Pulmonar

O estresse oxidativo do tecido pulmonar foi avaliado pelo método da Capacidade
Antioxidante Total (TAP) descrito por Aldini et al.®®. Resumidamente, 0 método TAP
validado por Beretta et al.**, determina capacidade antioxidante/estresse oxidativo, sendo
0 Unico que captura a rede de antioxidantes dos compartimentos lipofilico e hidrofilico e
suas interacBes®™. E baseado na geracdo de radical lipofilico (MeO-AMVN) e um
substrato lipofilico oxidavel (BODIPY) que, especificamente, mede a oxidabilidade do
compartimento lipidico relacionado a agéo de antioxidantes lipossoluveis e hidrossolUveis
por meio de mecanismo de sinergismo e cooperagéo?”.

Amostras de 100uL de plasma de cada amostra foram pipetadas e de 100 uL do
Padrao de Fosfatidilcolina (PC) (PC1 e PC2) separadamente. No plasma e nos 2PC foram
adicionados 300uL de PBS (pH 7,4 gelado), em seguida, adicionado a todas as amostras
100uL de Bodipy, apos banho-maria foram pipetadas em todas as amostras 420uL de
PBS e 80uL de AAPH. As amostras foram agitadas no vortex e em seguida colocadas na
placa onde foram analisadas no aparelho Victor X2, pelo programa WorkOut 2.5. Todo o
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procedimento foi realizado sob luz indireta, além das amostras serem feitas em triplicata.

2.9. Variaveis analisadas

Protocolo com as variaveis que foram anotadas para cada animal foi anexado ap6s

as referéncias bibliograficas ( Anexo I). Resumidamente, foram analisadas:

a)
b)

c)

d)

f)

9)

h)

Varidveis hemodinamicas: frequéncia cardiaca e pressdo arterial média;
Gasometria arterial: pH, PaO; e Sa0y;

Pardmetros ventilatérios: pressdo inspiratoria; pressdo de platd; pressdo
expiratoria final positiva, fluxo, fragdo inspirada de oxigénio, volume corrente,
tempo inspiratorio, frequéncia respiratoria, pressdo média das vias aéreas e
amplitude de pressao;

Mecanica pulmonar: complacéncia pulmonar na VMC.

Dano oxidativo pulmonar: Malondialdeido e Capacidade Antioxidante Total
indices derivados para avaliar trocas gasosas: relagcdo PaO,/FiO,, indice de
oxigenacdo (FiO, x pressdo média vias aéreas x 100/Pa05).

Processo inflamatério alveolar: nivel de TNF-alfa e contagem de
polimorfonucleares no BAL.

Histologia: descrito no item Manipulagédo dos pulmdes e Histologia Pulmonar.

2.10. Anélise Estatistica

Varidveis com distribuicdo normal foram comparadas entre 0s diversos grupos

experimentais por meio de andlise de varidncia (ANOVA), com subsequentes
comparagGes multiplas entre pares por meio do teste de Bonferroni. Variaveis com
distribuicdo ndo normal foram comparadas entre os diversos grupos por meio de ANOVA
de Kruskal-Wallis, com subsequentes comparagdes pelo teste de Dunn. A analise do
comportamento de uma variavel ao longo do tempo, em caso de distribuicdo normal, foi
avaliada por meio de ANOVA de medidas repetidas com comparacao entre pares com 0
teste de Bonferroni e em caso de distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de medidas
repetidas de Friedman, com comparagdes posteriores pelo método de Dunn. O teste t foi
utilizado para comparar o numero de lavagens pulmonares entre 0s grupos tratados. A
significancia estatistica foi definida por p<0,05.

3. Resultados
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3.1. Hemodinamica, Mecanica Pulmonar e Trocas Gasosas

N&o houve diferenca estatistica comparando 0s grupos quanto ao peso dos
animais e o nimero de lavagens necessarias para a inducdo da lesdo. Da mesma forma,
ndo houve diferenca significante entre os grupos quanto a relacdo PaO./FiO,, 10,
complacéncia estatica e pressdo arterial média (PAM), comparando 0s momentos antes e
depois da inducdo da lesdo pulmonar. Comparando os momentos, antes e depois da lesdo
pulmonar dentro de cada grupo, houve piora significante da oxigenacdo e diminuicdo da
complacéncia pulmonar em ambos 0s grupos apos a inducdo, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Variaveis comparando os momentos de cada grupo em relagdo a PaO,/FiO,,
indice de oxigenacao (10), complacéncia pulmonar, e pressao arterial média (PAM) antes e
depois da les&o.

GC GVAF GVMC
Variaveis =S 1= =
Valores basais Antes da Depoisda  Antes da Depois da
LP LP LP LP
PaO,/FiO, 444,26 + 59,45 44531 +5417 7023+21,35% 46586+48,30 68,93 + 11,60
10 (cmH,O/mmHg) 1,95+0,32 225+080  20,10+12,92*  195+0,46 14,23 +2,28*
Complacencia 1,73+0,62 2,06 0,49 0,81 +0,19* 1,76 0,41 0,74 + 0,25*
(mL/cmH,0)
PAM (mmHg) 60,13 + 15,61 61,80+ 1447  6955+945% 652 +1584 68,5 + 15,05+

Legenda: n: nimero de animais; LP: lesdo pulmonar; PaO,/FiO,: relagdo PaO,/FiO,; FiO,: Fracdo
inspirada de oxigénio; 10: indice de oxigenacdo; PAM: Pressdo arterial média; VMC: grupo
ventilagdo mecanica convencional; VAF: grupo ventilacdo oscilatdria de alta frequéncia. *: p<0,05
comparando 0s momentos antes e depois da inducdo.

Na avaliagdo do estado hemodindmico, observou-se que a PAM ndo foi
estatisticamente diferente entre os momentos ao longo do experimento, indicando
homogeneizacdo dos grupos e controle rigoroso da variavel, utilizando, quando
necessario, administracdo de drogas vasoativas, como mostra a figura 2.
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Figura 2: Evolucdo da pressdo arterial média (PAM) ao longo do tempo para 0s grupos
experimentais. Os dados séo apresentados como média +SD. Nao houve diferenca estatistica
significante entre 0os momentos e na comparagdo entre os grupos (p>0,05). GC: grupo
controle; GVMC: grupo ventilagdo mecénica convencional protetora; GVAF: grupo
ventilagdo oscilatdria de alta frequéncia.

Apbs a inducdo da lesdo, os grupos evoluiram com hipoxemia significante em
relacdo ao inicio do experimento. Apds 4 horas de ventilagdo mecanica, 0 GVAF mostrou
melhora significante da oxigenagdo quando comparado ao GVMC, apresentando relagéo
PaO,/FiO; semelhante aos momentos antes da indugdo da lesdo pulmonar e em relagéo ao
GC, como mostra a figura 3.
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Figura 3: Evolugdo da relagcdo PaO,/FiO, no periodo experimental (até 240 minutos).
* p<0,05 em relacdo ao GC, #p<0,05 em relacdo ao momento inicial. Testes estatisticos: para
comparar 0s grupos, ANOVA com subsequente analise pelo teste de Dunn.

3.2. Lesao Pulmonar Oxidativa

As concentragfes de malondialdeido (MDA) foram utilizadas como um dos
métodos de avaliacdo do estresse oxidativo. Ndo houve diferenca significativa entre os
grupos quando o MDA foi avaliado no plasma, e quando avaliado no BAL, (ilustrado nas
figuras 4 e 5) porém apresentou tendéncia a menores valores para 0 GVAF [GC: 87,38
(64,20 - 106,34) > GVAF: 67,63 (26,40 - 327,60) < GMVC: 95,92 (34,49 - 599,06);
p>0,05], como mostra a figura 4.
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Figura 4: Representacdo dos niveis plasmaticos de malondialdeido em cada grupo. As
barras acima e abaixo dos retangulos indicam os percentis 25 e 75. Teste estatistico:
ANOVA on ranks Kruskal-Wallis.

E quando analisada as concentracfes de malondialdeido no BAL também néo
houve diferenca estatisticamente significante, porém houve tendéncia a menores
valores para 0 GVAF em comparacdo com o0 GVMC [GC: 25,75 (2,74 - 291,86) <
GVAF: 72,63 (0,75 - 449,64) < GVMC: 167,15 (1,85 - 462,20); p>0,05].
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Figura 5: Representacdo da concentracdo de malondialdeido no lavado broncoalveolar
(p>0,05). As barras acima e abaixo dos retdngulos indicam os percentis 25 e 75. Teste
estatistico: ANOVA on ranks Kruskal-Wallis.

26



Ainda em relagéo ao estresse oxidativo, foi avaliada a capacidade antioxidante
total no plasma (TAP), sendo que 0 GVAF apresentou protecdo antioxidante semelhante
ao GC e significantemente maior do que o GVMC, mostrando maior protecéo
antioxidante (GC: 29,2 + 10,21; GVAF: 37,94 + 12,01 > GVM: 25,62 + 8,73 % de
protecdo; p <0,05), como mostrado na figura 6.
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Figura 6: Protecdo pulmonar determinada pela capacidade antioxidante total (TAP) no
plasma, para os grupos experimentais. *p<0,05 em relacdo ao grupo VMC. Teste ANOVA
Student-Newman-Keuls.

3.3. Histopatologia

O GVAF apresentou escore de lesdo histopatoldgica significantemente menor
quando comparado ao GVMC, como mostrado na figura 7.
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Figura 7: Escore de lesdo histopatoldgica no tecido pulmonar [GVAF: 1,4 (1,2 — 1,8) <
GVMC: 1,7 (1,4 - 3,2); *: p<0,05]. As bordas inferiores dos retdngulos indicam os percentis
25, as linhas horizontais dentro dos retdngulos marcam as medianas e as por¢des superiores
indicam os percentis 75. As barras acima e abaixo dos retangulos indicam os percentis 90 e
10, respectivamente, e os circulos preenchidos representam os valores individuais. Teste
estatistico: Mann-Whitney.

3.4. Processo Inflamatdrio Alveolar

A contagem do nimero de neutrofilos no BAL ndo mostrou diferenga significante
entre 0s grupos VAF e VMC (p>0,05), no entanto, ambos foram significantemente
maiores quando comparados ao GC (p<0,05), como ilustrado na figura 8.
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Figura 8: Porcentagem de neutrofilos no fluido do lavado broncoalveolar, (GC: 12,5 <
GVAF: 74+7,25 = GVMC: 84,5+25; p<0,05). Teste estatistico: ANOVA Kruskal-Wallis on

Ranks.

O mesmo ocorreu em relacdo aos niveis de TNF-alfa no tecido pulmonar, ndo
havendo diferenca estatistica entre os grupos com lesdo pulmonar e ventilados com
VOAF e VMC, sendo estes significantemente maiores quando comparados ao GC (figura
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Figura 9: Representagdo dos niveis de TNF-alfa (ng/ml) no tecido pulmonar. As bordas
inferiores dos retangulos indicam os percentis 25, as linhas horizontais dentro dos
retdngulos marcam as medianas e as por¢des superiores indicam os percentis 75. As barras
acima e abaixo dos retangulos indicam os percentis 90 e 10, respectivamente, e os circulos
preenchidos representam os valores individuais. Teste estatistico: ANOVA Kruskal-Wallis
on Ranks.

4. Discussao

Enquanto alguns estudos avaliaram os efeitos da VMC protetora e da VOAF sobre
a oxigenacdo, inflamacéo e leséo histopatoldgica pulmonar em modelos experimentais de
LPA, poucos avaliaram estes efeitos quando a VOAF foi associada a posi¢éo prona.

Em relagéo a posicdo prona, varios estudos tem demonstrado que sua utilizagéo
como intervencdo no tratamento da SDRA aumenta significativamente a oxigenacao,
melhorando a complacéncia pulmonar®®“®, assim favorecendo a mecanica ventilatoria.
Em estudo de revisdo publicado por Gattinoni et al.°” os autores discutiram sobre os
efeitos fisiopatoldgicos da SDRA e da posicdo prona, por meio da analise por imagens,
mostrando que estudos randomizados e metanalises indicaram fortemente que ha
aumento 10% de sobrevida na populacéo de pacientes com SDRA grave tratados com o
emprego da posicdo prona. Isto pode ser confirmado pelo resultado de estudo
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multicéntrico®® que avaliou 466 pacientes com SDRA grave submetidos a sessdes de
posicionamento em prona por 16 horas com o desfecho sendo a proporgéo de pacientes
que morreriam de qualquer causa em 28 dias ap0s a inclusdo. Os autores demonstraram
que em pacientes com SDRA grave, a aplicacdo precoce do posicionamento em prona de
forma prolongada diminuiu significativamente a taxa de mortalidade. Pelos beneficios
que a posicdo prona pode oferecer, definimos a prona como posi¢do principal para
compararmos as ventilagdes em modelo de LPA induzida experimentalmente.

4.1 Escolha da espécie animal e método de inducéo de lesdo

Na escolha do animal utilizado, havendo mais de uma alternativa de modelo para
0 estudo da SDRA, é preciso levar em consideracdo aspectos como facilidade de
obtencdo do animal, grau de dificuldade da técnica na manipulacdo, custo e experiéncia
descrita na literatura®®*?, e, por estas razdes o coelho foi escolhido. Durante a
manipulacdo dos animais, é necessario que a equipe domine a técnica de disseccdo dos
vasos sanguineos, traqueostomia, lavagem pulmonar e ventilagdo mecénica, e que estes
procedimentos ocorram de forma rapida e precisa, para que ndo haja sangramento ou
hipoxia, provocando instabilidade hemodindmica. Da mesma forma, a temperatura
corporal é outro fator a ser controlado rigorosamente, pois a hipotermia também
determina a evolucdo dos animais do ponto de vista metabdlico e cardiovascular. Para tal,
a monitoracdo continua da temperatura retal e a utilizacdo de bolsas térmicas foram
importantes para garantir a estabilidade dos animais.

O modelo de lavagem com salina aquecida determina lesdo pulmonar por
remocdo mecanica de surfactante com consequente distirbio da relacdo ventilacao-
perfusdo (V/Q). A mecéanica ventilatéria também se altera pelo comprometimento da
complacéncia e aumento da resisténcia pulmonar, o que aumenta a permeabilidade
capilar provocando edema alveolar™®. No presente estudo, utilizamos, adicionalmente, a
colocagdo dos animais em posicdo prona para avaliarmos os efeitos do posicionamento
associado ao tratamento ventilatorio mecénico.

O modelo de lavagem pulmonar com salina aquecida foi desenvolvido por
Lachmann et al., em 1980°° baseado na observacdo que a SDRA associa-se a reducgio de
surfactante nos espacos alveolares e diminuicdo da concentracdo de proteinas associadas
ao surfactante no lavado broncoalveolar. Assim, solucdo isotonica de salina aquecida €
infundida nos pulmdes e imediatamente removida, em lavagens sucessivas. Os ciclos de
lavagem diminuem a concentracdo de lipidios no surfactante da superficie alveolar
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alterando a tensdo alveolar superficial. A substancia surfactante € uma mistura complexa
de proteinas e fosfolipideos com vérias funcdes fundamentais para os pulmdes’*. O
surfactante diminui a tensdo superficial e previne o colapso alveolar quando o volume
pulmonar encontra-se reduzido. As proteinas do surfactante estabilizam o proprio
surfactante e modulam a resposta do hospedeiro no alvéolo’®. A lavagem com salina
induz dano alveolar por dois mecanismos: 1) aumento do colapso alveolar, intensificando
a LPIVM e 2) compromete a resposta de defesa alveolar. Muitos estudos combinaram
este modelo com VM, criando, muitas vezes, um fator confuséo quando se analisava qual
elemento era responsavel pela lesdo alveolar, lavagem ou VM™. A adocdo da VM
convencional protetora neste estudo pode ter minimizado este vies.

Vérios outros modelos foram descritos para a inducdo de SDRA em coelhos”,
incluindo, entre outros: lesdo por hiperoxica; administracdo intratraqueal de acido oleico;
uso subcutdneo de N-nitroso-N-metiluretano (NNNMU); instilacdo traqueal de &cido
cloridrico; injecdo de lipopolissacaride de E. coli. A lesdo por hiperoxica tem efeitos
muito variaveis dependendo da concentracdo de oxigénio e 0s animais precisam ser
mantidos em ambiente fechado com altas concentragdes de oxigénio por tempo
prolongado, tornando o procedimento tecnicamente dificil. A injecdo de &cido oleico
produz edema e hemorragia pulmonar aguda e grave, sendo de reprodutibilidade dificil
pela dificuldade de manutencdo dos animais por mais de duas horas. A administracao de
NNNMU, por sua vez, requer adaptacdo do laboratério experimental, pois sua inalacdo
induz les&o pulmonar grave nos técnicos e pesquisadores; além de necessitar de alto custo
para sua realizacdo, por esses motivos essa técnica encontra-se em desuso. A instilacdo de
acido cloridrico nédo foi utilizada pela escassez da literatura na aplicacdo em coelhos. No
entanto, a injecdo de E. coli vem sendo muito utilizada, porém em comparacdo com a
lavagem pulmonar com solucéo salina, ainda € técnica de maior custo.

Assim, a lavagem pulmonar com salina aquecida foi o método de inducéo
escolhido devido a ampla experiéncia da literatura com a técnica, facilidade de
reproducdo e na manipulacdo dos animais, seguranca dos pesquisadores, baixo custo e
experiéncia dos pesquisadores envolvidos que j& utilizaram esta técnica em outros
estudos de inducdo de SDRA3 32343538

Para garantir que a lesdo pulmonar tivesse efetivamente ocorrido, escolhemos o
nivel de relacdo PaO,/FiO, <100mmHg, semelhante a alguns estudos experimentais que
também utilizaram este método de lesdo pulmonar com os mesmos niveis de oxigenacéo
para definir a lesdo®**® e também porque esse nivel indica SDRA grave na pratica
clinica’.
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4.2.  Caracteristicas gerais dos grupos

Os animais dos trés grupos ndo diferiram quanto as variaveis de oxigenacdo
(Pa0,/FO, e 10), complacéncia pulmonar estatica e PAM antes de serem submetidos a
inducdo da lesdo, da mesma forma, ndo diferiram estatisticamente quanto ao peso e ao
namero de lavagens, sendo tal homogeneidade, importante para garantir que 0sS grupos
pudessem ser comparados.

Ap6s confirmacdo do modelo, comprovamos a hipoxemia apresentada pelos
animais por meio da reducdo na relagdo PaO,/FiO,, lembrando que a FiO, foi mantida em
1,0 para todos os animais, de forma a tornar a relacdo PaO,/FiO; igual a PaO,. No
entanto, apds as 4 horas de ventilacdo mecénica, 0 GVAF mostrou melhora significante
da oxigenacdo, apresentando valores semelhantes aos anteriores da indugdo da leséo, o
que corrobora com estudo anterior do nosso grupo®, também realizado em coelhos com
LPA induzida pela infusdo de salina aquecida, o qual mostrou melhora significante da
oxigenacdo dos animais ventilados com VOAF em relacdo ao grupo em VMC protetora
em posic¢&o supina.

O estresse oxidativo foi avaliado pela dosagem de MDA, biomarcador da
peroxidacdo lipidica™ dosado no plasma e no lavado broncoalveolar e também pelo
estudo da TAP no plasma, método este que avalia a porcentagem de protecdo
antioxidante nos compartimentos aquaso e lipidico celular. Em relagdo ao estresse
oxidativo e capacidade antioxidante, houve tendencia a menores valores para 0 GVAF na
analise do MDA plasmatico e melhora significativa do TAP, no GVAF em comparacéao
aos animais do GVMC, sendo que o GVAF apresentou valores de TAP maiores inclusive
que o GC. Acreditamos que esse comportamento do GVAF em relacdo ao TAP tenha
ocorrido, pois a ventilagdo mecanica convencional por si s, pode lesionar o pulmao
saudavel, devido ao movimento de abertura e fechamento ciclicos, enquanto que a
VOAF, com seus beneficios em relagdo ao recrutamento alveolar, proporciona maior
protecdo pulmonar®®. Este resultado est4d em acordo com os achados de Ronchi et al.
2011% que também utilizaram esse método e obtiveram no grupo ventilado com VOAF
valores semelhantes ao grupo controle e significativamente superiores ao grupo em
ventilacdo convencional.

Os achados histopatoldgicos tipicos da SDRA neste modelo incluem: edema
(aumento da permeabilidade a proteinas); infiltrado polimorfonuclear no espaco alveolar;
formacdo de membrana hialina e congestdo capilar’®, os quais foram avaliados por meio
do escore de inflamacéo, hemorragia, edema, atelectasia e necrose’®® demonstrando

33



neste estudo que o GVAF apresentou reducdo da lesdo histopatologica quando
comparado ao GVMC. Em trabalho que utilizou porcos com lesdo pulmonar induzida
com salina aquecida’’ foi observado que os animais tratados com VOAF exibiram sinais
de inflamacéo significantemente menores quando comparados com o0s animais ventilados
com VMC protetora no final do periodo de ventilagdo de 24 horas.

Em relacdo ao processo inflamatdrio alveolar é necessério considerar que a
lavagem com salina aquecida provoca inflamacdo com aumento da permeabilidade
vascular e ativacdo de mediadores inflamatérios como o TNF-alfa no lavado
broncoalveolar*>"®. Em nosso trabalho, ndo houve diferenca estatistica em relagdo a
medida de TNF-alfa no tecido, além disso, observamos que os valores da porcentagem de
neutréfilos encontrados no BAL ndo foram estatisticamente diferentes na comparacéo dos
grupos de estudo, apesar de haver tendéncia a menores valores para o grupo VOAF. Jian
et al.” também avaliaram a inflamacéo alveolar e observaram que a ventilagéo oscilatoria
de alta frequéncia reduziu a infiltracdo de neutrofilos e o acimulo de eritrécitos nos
espacos alveolares. Acreditamos que a semelhanca entre os grupos encontrados em nosso
trabalho, ndo tenha alcancado significancia estatistica devido a homogeneidade que a
posi¢do prona proporciona por si so, redistribuindo as forcas compressivas aplicadas no
pulmo, levando a melhora da oxigenag&o e do recrutamento como um todo®”.

5. Conclusdo

O presente estudo demonstrou que a ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia
associada a posi¢do prona proporciona melhora da oxigenacgdo e leva a reducdo do dano
oxidativo e a atenuacdo de lesdo pulmonar histopatolégica comparada com a ventilacéo
mecanica convencional protetora associada a posi¢do prona em lesdo pulmonar induzida
experimentalmente.
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