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| - Fundamentacéao e Justificativa da Tese

Este estudo teve como foco de andlise a sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA), sua fisiopatologia e principais formas de tratamento.

A SDRA corresponde a manifestacdo mais grave de lesdo pulmonar aguda
(LPA)'2. Apesar do progresso no entendimento de sua fisiopatologia e consequente
avanco em estratégias terapéuticas, a mortalidade permanece elevada, variando de
40% a 60% *°.

O exato mecanismo que leva a SDRA é desconhecido’, contudo, varias
evidéncias sugerem que pacientes portadores da sindrome estdo expostos a
elevado grau de estresse oxidativo (EO) induzido por grande variedade de eventos
811 O EO é resultante do desequilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou de nitrogénio (RNS) e
consequente lesdo oxidativa em biomoléculas®. Alguns estudos demonstraram que
existe reducdo de antioxidantes em pacientes com SDRAX™'*. Entretanto, ndo ha
evidéncia clinica de que a suplementacdo com antioxidantes possa reduzir
mortalidade ou morbidade. Por outro lado, a ventilacdo pulmonar mecéanica (VM)
constitui um dos principais pilares do tratamento da SDRA®, sendo capaz de
modificar a evolucdo da doenca e reduzir a mortalidade™. Existem dois métodos
ventilatorios de protecdo pulmonar utilizados na SDRA, um baseado na VM
convencional (VMC)*® e outro na ventilacéo oscilatéria de alta frequéncia®’™*°.

Apresentaremos a seguir breve revisdo dos principais elementos que
motivaram a realizacdo desta tese e que foram levados em consideracdo para a

elaboracéo da hipétese do trabalho.
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1. Lesao pulmonar aguda/Sindrome do desconforto respiratério agudo

Ashbaugh et al.!, em 1967, utilizaram o termo “sindrome da angustia
respiratoria do adulto” para descrever um quadro agudo de insuficiéncia respiratéria
grave que evoluia com elevada taxa de mortalidade. A sindrome foi descrita em 11
adultos e uma crianca e foi caracterizada por edema pulmonar nao cardiogénico que
cursava com taquidispnéia, cianose refrataria a administracao de oxigénio, presenca
de infiltrado alveolar bilateral ao exame radiolégico do térax e diminuicdo da
complacéncia pulmonar. Posteriormente, julgou-se mais apropriado o termo
Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo para designar tais casos, dado o
carater agudo da doenca e o fato de serem acometidos, indistintamente, adultos e
criancas. Além disso, levando-se em conta que os quadros de insuficiéncia
respiratoria aguda podem ser a base fisiopatologica em uma grande variedade de
agravos e que pequena porcentagem de pacientes com insuficiéncia respiratoria
desenvolve as alteracdes classicas da SDRA, foi elaborado um conceito mais amplo
que engloba todos os casos de faléncia respiratéria. A denominacdo genérica
adotada foi Leséo Pulmonar Aguda. A LPA e a SDRA sao fendmenos evolutivos de
um mesmo processo patolégico sendo que a SDRA corresponde a fase mais grave

do mesmo.

1.1 Fisiopatologia e Critérios Diagndsticos

A SDRA ¢é a forma clinica mais grave e o espectro final da LPA. A doenca
caracteriza-se por processo inflamatorio extenso que leva a quebra da barreira
alvéolo-capilar com desenvolvimento de edema intersticial e alveolar, diminuicdo da
complacéncia pulmonar, desequilibrio da relagcdo ventilagdo/perfusdo (relacdo V/Q)

e hipoxemia refrataria & administracéo de oxigénio®. A lesdo dos pneumdcitos do
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tipo Il, produtores de surfactante, e a inativacdo do surfactante pelo processo
inflamatério também contribuem para o colabamento expiratério de unidades
alveolares, com reducdo da capacidade residual funcional. Além disso, existe
aumento da resisténcia vascular pulmonar produzido por combinacdo complexa de
lesdo pulmonar primaria, decorrente da resposta inflamatéria & agressédo pulmonar,
e de complicagbes do tratamento, principalmente a lesdo pulmonar induzida pela
ventilagdo mecénica. A hipertensdo pulmonar imp&e carga adicional ao ventriculo
direito, limitando o débito cardiaco®.

Os critérios diagnoésticos da sindrome foram estabelecidos em 1994 na
Conferéncia de Consenso Americana-Européia®, sendo eles: 1) presenca de evento
agudo desencadeante de lesdo pulmonar; 2) evidéncia de hipoxemia refrataria a
administracdo de oxigénio demonstrada por relacdo PaO,/FiO, < 200 mmHg para
SDRA e < 300 para LPA, a despeito da presséo expiratoria final positiva utilizada; 3)
presenca de infiltrado bilateral na radiografia de térax em posicado frontal e 4)
pressdo capilar pulmonar < 18 mmHg, quando medida, ou auséncia de evidéncia
clinica de hipertenséo atrial esquerda.

Apesar do melhor entendimento da fisiopatologia da doenca e do avanco
tecnologico observado na monitoracdo e no tratamento de pacientes gravemente
doentes, a mortalidade por LPA/SDRA permanece elevada, variando de 31% a 60%

em adultos?® e de 43% a 62% em criancas®> 2%
G

1.2 Fases Evolutivas
Do ponto de vista anatomopatoldgico, a evolugcdo da SDRA pode ser dividida

em trés fases inter-relacionadas que correspondem a evolucédo clinica da doenca:
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fase exsudativa, de edema e hemorragia; fase proliferativa, de organizacao e
reparacéo e fase fibrética terminal®.

A fase exsudativa ocorre durante a primeira semana ap6s o inicio da
insuficiéncia respiratéria aguda. Macroscopicamente os pulmfes apresentam-se
rigidos, de coloracdo avermelhada escura e estdo extremamente pesados. A
superficie parenquimatosa € hemorragica, de consisténcia firme e ndo aerada.
Microscopicamente observa-se congestdo capilar, edema intersticial e alveolar e
hemorragia intra-alveolar. Esta fase é caracterizada pela presenca de membranas
hialinas eosinofilicas, usualmente vistas ap0s as primeiras 48 horas. Essas
membranas sdo compostas de proteinas plasmaticas condensadas, mais evidentes
ao longo do ducto alveolar, obstruindo as saidas dos alvéolos adjacentes®™. Ha
evidéncias de alteracdes ultra-estruturais do endotélio, como edema celular,
alargamento das juncdes intercelulares e aumento da quantidade de vesiculas
pinocitarias. O epitélio alveolar apresenta necrose extensa dos pneumdcitos tipo I,
mais susceptiveis a lesdo. Esta perda da barreira epitélio-alveolar permite
extravasamento do liquido intersticial para o espaco alveolar.

A fase proliferativa ocorre entre a primeira e a terceira semana de evolucéo
da doenca e representa o estagio de organizacdo dos exsudatos intra-alveolares e
intersticiais produzidos na fase aguda. Os pulmdes apresentam-se duros, com
coloracdo cinza claro e com textura lisa atribuivel a presenca de tecido conjuntivo
recém formado. O epitélio torna-se cubdide, com proliferacdo de pneumacitos tipo I
ao longo dos septos alveolares. A regeneracao das células epiteliais marca o inicio

desta fase, podendo haver atipia nuclear. No interior da parede alveolar existe

proliferacédo de fibroblastos e miofibroblastos, que posteriormente migram para o
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exsudato intra-alveolar fibrinoso. Os fibroblastos convertem o exsudato em tecido de
granulacao e posteriormente, pela deposicéo de colageno, em tecido fibroso.

A fase fibrética inicia-se apés a primeira semana de evolugdo da sindrome.
Apoés trés a quatro semanas o pulmao é totalmente remodelado por tecido colageno.
Macroscopicamente a superficie pleural apresenta aspecto grosseiro e o0
parénguima pulmonar é pélido e esponjoso, apresentando areas de espacos aéreos
microcisticos com didmetro de um a dois milimetros e zonas de retracdo (padrdo em
favos de mel). Os brdonquios periféricos sado dilatados e anormalmente proximos da
superficie da pleura visceral. As artérias parecem serpentinas e, histologicamente,
apresentam espessamento fibroso de suas paredes. Microscopicamente 0s septos
alveolares e as paredes dos espacgos aéreos sao compostos de tecido colageno

com células esparsas. Os espacos aéreos apresentam dilatacdo irregular® %°.

1.3 Etiologia

A LPA/SDRA pode ser causada por agressao pulmonar direta (primaria),
como ocorre na aspiracdo, infeccdo pulmonar, quase-afogamento e contusao
pulmonar, ou pode ser provocada por agressdo indireta (secundaria), como na

sepse, politraumatismo, em transfusdes macicas de hemoderivados, entre outras®’.

1.4 Tratamento Ventilatorio da LPA/SDRA

1.4.1 Ventilagdo Mecanica Protetora

A VM é fundamental para o tratamento na medida em que melhora a
oxigenacdo por recrutamento alveolar, com restabelecimento da relacdo V/Q*. No
entanto, embora as manobras ventilatorias possam melhorar a oxigenacao arterial,

elas ndo reduzem a hipertensdo pulmonar. Além disso, com a progressdo da
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insuficiéncia respiratéria pode ser necessario o emprego de volume corrente (VC) e
de pressdes inspiratorias elevadas (presséo de pico e pressao de plato).

Em trés trabalhos do grupo de Gattinoni*”* foi observado, por meio de
estudo tomogréafico dos pulmdes, que o comprometimento do parénquima pulmonar
ndo € homogéneo na sindrome, existindo areas de pulm&o normal juntamente com
areas extremamente condensadas e outras mediamente lesadas. Paralelamente,

diversas publicacdes®?

alertaram para a ocorréncia de lesdo pulmonar induzida
pela ventilacdo mecéanica (LPIVM) devido aos altos valores de volume corrente (10-
15 mL/Kg) e de pico de pressédo inspiratéria (> 40 cmH,0) aplicados, até entao,
rotineiramente.

A idéia que predomina atualmente é a de que o emprego de altos volumes
correntes, que geram altas pressfes inspiratérias na VM de pacientes com
LPA/SDRA, determina lesdo estrutural em areas de pulmdo até entdo sadias
(volutrauma e barotrauma), reproduzindo as lesées anatomopatolégicas da SDRA
nestas areas, agravando a hipoxemia e piorando a evolucéo dos pacientes®. Além
disso, ciclos sucessivos de abertura e fechamento dos alvéolos sadios podem
determinar colapso ou “afrouxamento” destas unidades de troca gasosa, 0 que se
convencionou chamar de atelectrauma. Além disso, a VM mais agressiva pode
propiciar a passagem de mediadores inflamatorios liberados nos alvéolos para a
circulacdo pulmonar e dai para a circulacdo sistémica, podendo ocasionar
disfuncdes organicas extra-pulmonares (biotrauma)*®.

Estes conhecimentos determinaram modificacdo substancial na maneira de
utilizar VM nestes pacientes, sendo introduzido o conceito de VM protetora. Assim, a

recomendacdo atual para VM protetora em LPA/SDRA é a de que se utilize volume

corrente de 5 a 7 mL/Kg, limitando a presséo de platd em 30 cmH,0. A VM protetora
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tolera niveis de saturacdo arterial de oxigénio (SaO,) entre 88% e 90% (hipoxemia
permissiva) além de niveis de PaCO; de até 100 mmHg (hipercapnia permissiva)®®.
Além disso, a pressdo expiratéria final positiva (PEEP) deve ser ajustada para
manter aberta a maioria das unidades alveolares e prevenir seu colapso no final da
expiracdo® e, com isso, reduzir o shunt intrapulmonar e melhorar a hipoxemia. A
otimizacdo da PEEP, na medida que impede a abertura e o fechamento ciclicos dos
alvéolos, reduz a LPIVM.

O ponto de inflexdo inferior do ramo inspiratorio da curva pressao/volume
(P/V) tem sido proposto como ponto de referéncia para se encontrar a PEEP ideal.
Na pratica clinica, o nivel da PEEP ideal tem sido obtido a beira do leito,
aumentando-se essa pressao de 2 a 3 cmH;,0, gradualmente, e acompanhando seu
efeito sobre a SaO,. Na UTIP da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
temos utilizado PEEP minima de 10 cmH,O, na fase inicial do tratamento de
lactentes e criancas com LPA/SDRA, aumentando gradualmente seu nivel de 2 a 3
cmH,0 de acordo com a resposta da SaO,, fixando o valor que se determina melhor
Sa0,, entre 88% e 90% sem causar sinais de hiperinsuflacdo pulmonar no exame

radiolégico de torax®’.

1.4.2 Ventilacdo Oscilatéria de Alta Frequéncia

Embora a VM protetora convencional (VMC) seja efetiva para a maioria das
criancas, ha um numero significante de pacientes com insuficiéncia respiratoria
grave onde a VMC pode néo garantir a oxigenacao e a ventilacdo. Nestes casos, a
ventilacdo oscilatoria de alta frequéncia (VAF) passa ser uma alternativa atraente

por suas caracteristicas tnicas®.
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A VAF € um modo ventilatorio que utiliza volume corrente menor do que o
volume do espaco morto anatdbmico (1-3 mL/Kg) e frequéncia bem acima da
fisiologica (3—15 Hertz, ou seja, 180-900 ciclos/minuto). Esta forma de ventilacdo
vem sendo utilizada com sucesso no tratamento de pacientes com insuficiéncia
respiratéria grave quando a VMC falha. Além disso, ha relatos de que quando a VAF
é utilizada precocemente, ocorre reducdo na lesdo pulmonar aguda e crénica em
pacientes com SDRA%®.

O ventilador mecanico com o qual a VAF é aplicada € um aparelho com fluxo
continuo de gas que € capaz de eliminar o CO, e manter constante a pressao da via
aérea. O ventilador é dotado de um pistao eletromagnético capaz de gerar oscilagao
de alta frequéncia sobre o fluxo aéreo, determinando a amplitude de oscilacdo da
pressdo. Em contraste com a VMC, na VAF o volume corrente € inversamente
relacionado a frequéncia e tanto a inspiracdo como a expiracdo sdo ativas. A
pressdo de amplitude é maior no circuito do ventilador e na porcao proximal da
traquéia, diminuindo progressivamente ao longo da via aérea, resultando em baixa
pressdo de amplitude nos alvéolos™.

A combinacdo de pequena variacdo de volume e pressdo e manutencao de
pressdo média de vias aéreas (MAP) tornam o uso da VAF atrativo na LPA/SDRA.
Além disso, a manutencao do volume pulmonar, que evita superdistensdo pulmonar
e aparecimento de atelectasia em pacientes com SDRA, e seu padréo de fluxo pode
melhorar a relacdo V/Q*.

Foi demonstrado em criangcas com SDRA melhora significante na oxigenacéo,
reducdo da frequéncia de barotrauma e melhora dos resultados clinicos com o0 uso
da VAF*. Em adultos com SDRA foi descrita melhora imediata e sustentada da

relacdo PaO,/FiO, quando os pacientes foram submetidos a VAF combinada com
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manobras de recrutamento alveolar*. Como efeito benéfico adicional, foi
demonstrado reducdo dos niveis de mediadores inflamatérios em amostras de
lavado broncoalveolar de pacientes sob VAF quando comparado com a VMC*.
Atualmente, muita atencdo tem sido dada a utilizacdo precoce da VAF®,
Assim, quando em vigéncia de FiO, = 0,6, pressao inspiratéria (Pip) de 30-32
cmH,O e PEEP 210 cmH,0, recomenda-se a mudanca da ventilagdo convencional

para a VAF*,

2. Estresse oxidativo

Embora o mecanismo que leva a LPA/SDRA ainda ndo esteja totalmente
elucidado, existem evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio (ROS)
determinem lesdo endotelial vascular e epitelial pulmonar’, sendo, assim
responsaveis pelo desenvolvimento e progressédo da SDRA®.

As ROS sdo continuamente geradas pelo metabolismo fisiologico® e o
aumento na sua geracdo ou a diminuicdo da capacidade antioxidante pode estar
envolvida na patogénese da SDRA'. Além disso, o processo inflamatério,
caracteristico da doenca, rompe a barreira alvéolo-capilar com edema intersticial e
alveolar™™ 2, Estes efeitos podem comprometer a viabilidade das células ou induzir
variedade de respostas celulares por meio da geracdo de espécies reativas
secundarias, levando & morte celular por necrose ou apoptose™ **.

O papel do EO na fisiopatologia da SDRA foi inicialmente abordado por Lee et
al. 1981*, McGuire et al. 1982, Williams et al. 1982*', Williams and Chance, 1983
e Cochrane et al. 1983*°. Segundo estes autores, a SDRA corresponde a um evento

parcialmente associado ao aciimulo de les&o oxidativa em biomoléculas®.

A seguir apresentaremos 0s conceitos mais importantes a respeito do EO.
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O EO é um evento resultante do desequilibrio entre o sistema de defesa
antioxidante e a geracdo de ROS ou espécies reativas de nitrogénio (RNS). As ROS
sdo geradas tanto por sistemas enzimaticos como ndo-enziméticos e tém sido
implicadas em grande nimero de processos fisioldgicos™!, ndo-fisiolégicos e na
iniciacdo e progressdo de doencas®. As principais ROS s&o: hidroxil (¢OH);
superéxido (O, e); peroxinitrito (ONOO-); perdxido de hidrogénio (H.0y); singlet
oxigénio (*O,); 6éxido nitrico (*NO); &cido hipocloroso; radical hidroperoxil; radical
alcoxil (LOe) e hidroperoxido [L(R)OOH]. As fontes geradoras de espécies reativas
sdo as que se seguem: reducdo incompleta do O, (mitocondria); macrofagos e
neutrofilos; endotélio; epitélio; sistemas enzimaticos (Mieloperoxidase, Xantina
oxidase, NADPH-oxidase, NADPH-citocromo P450 redutase, ciclo-oxigenase, NO-
sintetase); reagcdes com metal (Ferro e Cobre) por meio das ReagOes de Fenton
(Fe'™™) e de Haber-Weiss (Fe'") e reacdo ndo enzimatica entre os radicais
superoxido e oxido nitrico resultando na geracdo de peroxinitrito. Embora as ROS
sejam essenciais para uma variedade de mecanismos de defesa celular>, elas e as
RNS podem causar lesdo oxidativa em biomoléculas (lipidios, proteinas,
carboidratos e DNA) quando presentes em concentracdo superior a sua
neutralizacéo, mediada pelo sistema de defesa antioxidante.

O sistema de defesa antioxidante é constituido por varios componentes
localizados no compartimento aquoso e no lipidico. Os antioxidantes do
compartimento aquoso incluem: glutationa (GSH); glutationa-peroxidase (GSH-Px);
glutationa-redutase (GSH-Rd); superoxido dismutase (SOD); catalase, vitamina C;
acido durico; albumina; hemoglobina; transferrina; bilirrubina e flavondides. Os

antioxidantes do compartimento lipidico incluem: vitamina E (principalmente o-

tocoferol) e carotendides (B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina,
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astaxantina, cataxantina)®*. Como mencionado, o EO ocorre quando a magnitude da
producdo de espécies reativas supera a da capacidade antioxidante, resultando em
oxidacdo de lipidios (lipoperoxidacdo), proteinas (carbonilacdo e/ou nitracdo),
carboidratos (carbonilagdo) e DNA (oxidacao de bases). A lesdo desses importantes
componentes celulares leva a alteracéo da estrutura quimica e da funcéo da célula e
a morte celular. Em especial, a lesdo oxidativa de DNA pode ocorrer nas bases
(puricas e pirimidicas) na presenca de «OH, que retira um atomo de hidrogénio das
ligacbes C-H (carboidrato-hidrogénio) gerando falsas bases (chamadas aducts de
bases de DNA) as quais podem ser produzidas na presenca ou na auséncia de
oxigénio. As falsas bases geradas podem atuar como oxidantes ou como redutoras
(dependendo do local onde foi retirado o atomo de Hidrogénio) e comprometem a
replicacdo e a transcricdo e, consequentemente, prejudicam a transmissao de
informacado genética®.

Alguns estudos tém examinado o papel do estresse oxidativo na SDRA®.
Estudo prospectivo®’ mostrou que 29 pacientes portadores de SDRA apresentavam
no lavado broncoalveolar (LVB) significante diminuicdo de componentes do sistema
de defesa antioxidante (urato, GSH e ascorbato) no momento da intubacéo traqueal
em comparacao com grupo controle. Os autores sugeriram que o nivel de ascorbato
pode ter sido diminuido em decorréncia de sua acdo contra as espécies reativas
geradas pela exagerada producdo de neutrdfilos ativados. Por outro lado, a
diminuicao do urato pode ser explicada por sua funcao protetora contra a nitracao de
proteinas presentes no fluido alveolar (proteina produtora de surfactante). Ja o nivel
diminuido de GSH identificado no estudo foi explicado pela acdo neutralizadora do
excesso de H,0,. Estudo realizado na Nova Zelandia®® comparou o nivel de

estresse oxidativo entre voluntarios sadios (n=26) e pacientes portadores de SDRA
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(n=30) desencadeada por sepse e por politraumatismo. Os resultados mostraram
que quando comparado ao grupo de voluntarios, os pacientes com SDRA
apresentaram niveis plasméticos de proteina carbonil significantemente maiores,
mas semelhante valor de malondialdeido (marcador de lipoperoxidacdo). Outro
achado interessante foi que o valor plasmético de mieloperoxidase foi maior nos
pacientes que evoluiram para Obito em relacdo aos sobreviventes. O lavado
broncoalveolar dos pacientes apresentou altos niveis de proteina carbonil com
tendéncia a diminuicdo com o decorrer da evolucdo da doenca. Foi observada
correlacdo positiva entre mieloperoxidase e proteina carbonil e também entre
mieloperoxidase e malondialdeido no lavado broncoalveolar de pacientes portadores
de SDRA. Outro estudo® comparou portadores de SDRA com grupo controle em
relacdo a niveis de F2-isoprostano (marcador de lipoperoxidacdo) ascorbato, urato,
GSH e GSSG coletados no lavado broncoalveolar. Os resultados mostraram
elevacdo de marcadores de estresse oxidativo (F2-isoprostano e GSSG) e
surpreendente aumento de ascorbato, urato, a-tocoferol, sem alteracdo de GSH.

O EO também tem sido estudado em modelo de SDRA experimental®

. Apés
instilacdo de lipopolisacarideo (LPS) de E. coli na traquéia de camundongos foi
observada, via técnica de para-ressonancia, a geracdo pulmonar de radicais
superoéxido e de hidroperoxil, que foi neutralizada por suplementacéo com inibidor de
fagécito (GD CI3). O mesmo ocorreu em relacdo a contagem de células fagociticas
(macréfagos e neutrofilos) do lavado broncoalveolar. No mesmo estudo, os autores
avaliaram o papel da enzima NADPH-oxidase na geracao de radicais no pulmao e
no lavado broncoalveolar em animais submetidos ao mesmo modelo experimental

de SDRA. Foi observado que o grupo de animais com deficiéncia da enzima

apresentou reducéo tanto do nivel de superéxido como do hidro-peroxil pulmonar
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em relagdo aos animais sem tal deficiéncia. Contudo, surpreendentemente, 0s
animais com deficiéncia de NADPH-oxidase nao apresentaram alteragdo na
contagem de células fagociticas no lavado broncoalveolar. Este resultado sugere
que a lesdo induzida por instilagdo traqueal com lipolissacaride € causada nao
apenas por radicais dependentes do sistema NADPH-oxidase (superoxido e
hidroperoxil). De fato, proteases, prostaglandinas, citocinas correspondem a fontes
de outros radicais importantes na SDRA.

Como relatado anteriormente, papel do EO na LPA/SDRA tem sido

60-64 59,65,66

evidenciado tanto por estudos experimentais como por estudos clinicos
Consequentemente, estratégias terapéuticas envolvendo suplementacdo com
antioxidantes tém sido consideradas. Estudo clinico recente mostrou que a
suplementacdo com antioxidante (N-acetil cisteina) melhorou indices de estresse
oxidativo plasmético (GSH, GSSG/GSH) e de gravidade (APACHE-II) de pacientes
portadores de SDRA®®. A associacdo de antioxidantes (N-acetil cisteina e
Desferoxamina) também atenuou a lesdo oxidativa lipidica, protéica e a geracao de
radical superéxido em lavado broncoalveolar de ratos portadores de SDRAY,
revelando outro campo para estudos no tratamento da sindrome.

Em estudo realizado por Kinniry et al.?®®, os autores mostraram que
suplementacdo com a-tocoferol (adicionado a racdo) melhorou niveis de MDA
pulmonar em camundongos submetidos ao modelo de SDRA experimental
(instilacdo traqueal de &cido cloridrico). Os resultados podem ser em parte
decorrentes da acdo do a-tocoferol na diminuicdo da migracdo de neutrdéfilo para o
espaco alveolar e, portanto, melhora da lesdo de endotélio e de epitélio, da

diminuicdo da expressdo de molécula de adesdo do neutréfilo® e atenuacéo da

producéo de espécies reativas de 0,%%. O efeito da suplementacédo com mistura de
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vitaminas (a-tocoferol, B-caroteno, Ascorbato) foi também estudada em pacientes
portadores de SDRA®. Os resultados mostraram que os pacientes suplementados
apresentaram melhora em relagdo ao periodo de internacdo, desmame da
ventilagdo mecanica e disfuncdo de mudltiplos 6rgdos. Apesar do uso de
antioxidantes ter mostrado algum beneficio na evolugdo da SDRA, ndo ha evidéncia
clinica para o uso rotineiro dessa estratégia.

A patogénese da LPA/SDRA envolve a instalacdo de um fator agressor, de
forma direta ou indireta, seguida por inflamacao alveolar e endotelial. As principais
células ativadas neste processo inflamatério sdo macréfagos, células epiteliais e
neutrofilos. A ativagdo do macréfago determina a lesdo de fase aguda (aumento de
IL-1beta, IL-8, IL-6, fator de necrose tumoral-alfa e proteina inibidora de macrofago)
e de fase tardia (estimulag&o de fibroblasto e de crescimento celular). A ativagéo de

células epiteliais reduz as proteinas produtoras de surfactante e diminui a

reabsorcdo do edema alveolar. A ativacdo de neutréfilos aumenta adicionalmente a
liberacdo de citocinas inflamatérias, com incremento da apoptose neutrofilica e
geracdo de ROS e RNS. A geracdo aumentada destas espécies perpetua o
processo, desde que diminuem ainda mais a producado de surfactante e sdo capazes
de re-estimular a inflamacédo alveolar e endotelial. Além disso, as espécies sdo
capazes de estimular o fator capa (NF-  B), presente no nlcleo da célula,
responsavel pela expressdo de genes inflamatérios (IL-6, ICAM 1 etc.)®® 7,

A partir do exposto, entende-se que € fundamental o papel do EO tanto na
instalacdo como na perpetuacdo do processo infamatério que ocorre na
LPA/SDRA™. A producdo exagerada das espécies reativas e de outros

componentes desequilibra a integridade da membrana alvéolo-capilar, levando a

formacdo da membrana hialina, marca histologica da SDRA na fase aguda, que
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ocorre via reacao de oxidacao (lipidica e protéica). Os produtos da degradacao de
fibrina podem aumentar a permeabilidade vascular e causar vasoconstriccao, outro
fator que favorece a formacéo de edema’® .

Varios métodos sdo utilizados para avaliar o EO. Destacam-se as seguintes
afericbes individualizadas: 1) oxidacdo das bases do DNA (teste do Cometa); 2)
oxidacdo lipidica [(malondialdeido (MDA), isoprostanos (F2-isoprostanos)]; 3)
oxidacao de proteinas (Carbonilacéo) e; 4) oxidacdo de aminoéacidos (Nitrag&do). Por
outro lado, outros ensaios aferem a capacidade antioxidante individual do
compartimento hidrofilico (GSH, GSH-PX, SOD, Catalase, acido urico, bilirrubina,
albumina, ascorbato) e lipofilico (carotendides, alfa-tocoferol).

Existe muita dificuldade na interpretacdo dos resultados originados de
medidas individuais de componentes do sistema de defesa antioxidante e também
das afericbes da oxidacdo das biomoléculas. Esta limitacdo estimulou alguns
pesquisadores a desenvolverem outros métodos nos quais € aferido o sistema de
defesa antioxidante como um todo, como o TRAP (antioxidantes sequestrantes de
radical)’* e 0 ORAC (capacidade de absorbancia dos radicais de oxigénio)’. Estes
métodos utilizam geradores de radicais hidrofilicos, os quais produzem radicais
apenas no compartimento aquoso do plasma. Contudo, qualquer amostra biolégica
€ constituida pelo compartimento aquoso e pelo lipidico. Assim, devido ao fato dos
antioxidantes serem hidrossoliveis ou lipossolaveis ambos os compartimentos
devem ser obrigatoriamente monitorados quando se deseja avaliar a capacidade
antioxidante total de amostras biologicas. Ainda € importante ser enfatizado que a
acao protetora de um antioxidante resulta da acdo sinérgica com outro antioxidante,
seja ele do mesmo ou de outro compartimento. O método proposto por Aldini e

colaboradores, o TAP (total antioxidant performance), contempla ndo apenas a
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afericdo de antioxidantes dos dois compartimentos, mas também mostra o resultado
da interacdo sinérgica entre os antioxidantes’®. Essas consideracées justificam a
opcdo por esse método para aferir a capacidade antioxidante total no presente
estudo.

Devido as evidéncias que sugerem o importante envolvimento do EO na
fisiopatologia da LPA/SDRA e o papel fundamental da ventilagdo mecanica no

tratamento destes pacientes nasceu a idéia da tese ora apresentada.
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RESUMO

Ventilagdo mecéanica (VM) pode induzir estresse oxidativo pulmonar, o qual
desempenha papel importante na lesdo pulmonar. Este estudo comparou a
ventilagdo mecéanica convencional proterora (VMC) e a ventilagdo oscilatéria de alta
frequéncia (VAF) quanto a oxigenacao, estresse oxidativo pulmonar, inflamacéo e
lesdo pulmonar histopatolégica em modelo de lesdo pulmonar aguda (LPA) em
coelhos. Coelhos (n = 30) foram ventilados com FiO, 1.0. A lesdo pulmonar foi
induzida por infusédo traqueal de solucao salina (30mL/kg, 38 °C). Os animais foram
aleatoriamente distribuidos para compor 0s seguintes grupos: a) Controle [GC:
volume corrente (VT) 6mL/kg, pressdo expiratoria final positiva (PEEP) 5cmH,0,
frequéncia respiratoria (FR) 40 ipm], b) LPA + VMC [GVMC: VT 6ml / kg, PEEP
10cmH,0, FR 40 ipm] e c¢) LPA + VAF [GVAF: pressao média de vias aéreas (Paw)
14 cmH;O, FR 10Hz]. Estresse oxidativo pulmonar foi avaliado por meio da
capacidade antioxidante total, a resposta inflamatdria pelo nimero de leucécitos
polimorfonucleares/lavado broncoalveolar/pulmé&o e o dano histolégico pulmonar foi
guantificado por um escore. Parametros ventilatorios e hemodinamicos foram
registrados a cada 30 minutos. Ambos 0s grupos com LPA apresentaram piora da
oxigenacado apos a inducdo da lesdo pulmonar. Depois de 4 horas de ventilacdo
mecanica, GVAF mostrou melhor oxigenacao (PaO, - GC: 465,9 + 30,5 = GVAF:
399,1 +£ 98,2 > GVMC: 232,7 £ 104 mmHg, p <0,05) e menor resposta inflamatoria
(GVvMC: 4,27 + 150 > GVAF:. 033 + 020 = GC: 0,16 == 0,15
polimorfonucleares/lavado broncoalveolar/pulméo, p <0,05), menor escore de leséao
histopatolégica [GVMC: 5 (1-16) > GVAF: 1 (0-5) > GC: 0 (0-3); p <0,05] e menor
estresse oxidativo pulmonar comparado ao GVMC (GC: 59,4 + 4,52 = GVAF: 69,0 +

4,99 > GVMC: 47,6 = 2,58 %protecdo / g de proteina, p <0,05). Este estudo
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demonstrou que o tratamento com VAF melhorou a oxigenagdo, 0 processo
inflamatorio, reduziu o dano histopatolégico e atenuou o estresse oxidativo pulmonar
comparado a ventilagdo mecénica convencional proterora sob estas condi¢des

experimentais e considerando as limitagdes do estudo.

Palavras-chave: ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia, ventilacdo mecéanica

convencional, lesédo pulmonar aguda, estresse oxidativo, antioxidantes.
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Introducéo

A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) é a manifestacdo mais
grave da lesdo pulmonar aguda (LPA)'? e est4d associada a alta taxa de
mortalidade®®. Apesar do melhor entendimento da fisiopatologia da SDRA, seu
mecanismo ainda ndo esté totalmente compreendido.

Existem evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio (ROS)
desempenhem papel no processo inflamatorio, danificando o endotélio vascular
pulmonar® e podem ser responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo da SDRA’.
ROS sédo continuamente geradas pelo metabolismo fisiologico e por mediadores
inflamatorios®. Maior geracdo de ROS e diminuicdo da capacidade antioxidante
podem estar envolvidas na patogénese da SDRA’. Além disso, a doenca
caracteriza-se por processo inflamatério que rompe a barreira alvéolo-capilar com
edema intersticial e alveolar'® !, Estes efeitos podem comprometer a viabilidade
celular ou induzir uma variedade de respostas celulares por meio da geracao de
espécies reativas secundarias, levando & morte celular por necrose ou apoptose*?
13.

O principal tratamento da SDRA é a ventilacdo mecanica (VM)*, a qual
também pode determinar lesdo pulmonar inflamatéria. E reconhecido que a leséo
alveolar induzida por inspiracdo de alto volume corrente (VT) ou alta pressdo do
ventilador mecéanico e que repetidos ciclos de colapso alveolar e reexpanséo
(conhecido como atelectrauma) desempenhem papel importante na génese da leséao
pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica'**®. Com base nestes conceitos, a
ventilacdo mecanica convencional protetora foi introduzida como uma nova

abordagem para suporte ventilatério em pacientes com SDRA. Este método visa
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protecdo pulmonar, limitando o VT (6mL/kg) e proporcionando pressao expiratoria
final positiva (PEEP) adequada com press&o de platé < 30cmH,0"".
A ventilagcdo oscilatéria de alta frequéncia (VAF) é método ventilatério

bastante atraente'®?°

, pois utiliza volume corrente menor (1-3mL/kg), bem abaixo do
espaco morto anatbmico, em frequéncia respiratéria bem acima da respiracao
fisiologica normal (5-10Hz; 1 Hz = 60 irpm), evitando assim variacdo ampla da
pressao alveolar e a sua distensao por altos volumes correntes, tipicos da ventilagdo
mecéanica convencional (VMC). Na VAF, a pressdo média das vias aéreas (Paw) é
constante e aplicada para alcancar e manter o recrutamento alveolar, mesmo no
final da expiracdo®:?.

Atualmente ndo ha nenhum estudo disponivel comparando o efeito da VMC e
da VAF sobre o estresse oxidativo pulmonar avaliado por meio da capacidade
antioxidante total (TAP). O método da capacidade antioxidante total determina de
uma maneira global a capacidade de defesa antioxidante e o estresse oxidativo, e
pode detectar os antioxidantes biolégicos presentes no compartimento hidrofilico e
lipofilico celular e suas interacdes contra o estresse oxidativo®™. Este método foi
validado para utilizacdo no plasma por Beretta et al.*? e posteriormente aplicado em
tecidos bioldgicos por Ferreira et al.?®. E baseado na oxidacdo de analogo lipofilico
(probe) denominado BODIPY [ac. 4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indaceno-3-undecandico] por meio de um gerador de radical lipoperoxil
(LOO¢) do compartimento lipofilico denominado MeO-AMVN [2,2'-azobis(4-methoxi-
2,4-dimetil-valero-nitrilo)]. A oxidagdo do BODIPY origina um produto de

fluorescéncia verde que pode ser detectado em contador de emissdo de luz

fluorescente?.



42

O objetivo deste estudo foi comparar o tratamento com VAF e VMC na leséo
pulmonar aguda quanto a oxigenacdo, estresse oxidativo pulmonar, inflamacéo e

histopatologia.

Métodos

Planejamento, animais, e instrumentagéao

Estudo in vivo realizado com animais de laboratério de forma prospectiva e
controlada. Trinta coelhos Norfolk machos brancos, pesando entre 2,0 e 3,0 kg,
foram anestesiados com quetamina (50mg/kg intramuscular) e xilazina (4mg/kg por
via intramuscular). Os animais foram pré-oxigenados durante a respiracdo
espontanea por meio de cateter nasal com cinco litros de oxigénio por minuto. A
anestesia foi mantida por infusdo continua de quetamina (10mg/kg/h). A paralisia
muscular foi induzida pela administracdo intravenosa de brometo de pancurdnio
(0,2mg/kg) e mantida com doses de 0,1mg/Kg conforme necessidade para controle
dos movimentos respiratorios.

Foi realizada tragueostomia para a introducdo de um tubo traqueal (3.0-
3.5mm de diametro interno; Portex, Hythe, UK) fixado na posi¢do correta por fita
umbilical. Imediatamente apos a traqueostomia, foi iniciada a ventilacgdo mecanica
com um ventilador Galileo Gold (Hamilton Medical AG, Suécia) no modo presséo-
regulada-volume-controlado com os seguintes parametros iniciais: FiO, = 1,0; VT =
6mL/kg; PEEP = 5cmH,0; frequéncia respiratoria = 40-50 respiracdes/min. Essas
configuracdes foram mantidas por 15 minutos para a estabilizacdo. Logo depois da
tragueostomia, um cateter vascular foi inserido na artéria carétida comum (22 Gauge
Jelco, Introcan® Safety™ - B-Braun, Melsungen, Alemanha), e um cateter de duplo

lmen (5Fr. - Arrow International Inc., Reading , Philadephia-EUA) na veia cava
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superior através da veia jugular. O cateter arterial foi utilizado para avaliar os gases
sanguineos e a pressao arterial utilizando um sistema de monitoramento (LogiCal®
da Medex, Dublin, EUA) conectado a um monitor convencional fisiolégico (Dixtal
2010, Manaus, Brasil). O cateter de duplo limen foi utilizado para infusdo continua
de sedativos, fluidos de manutencéo e uso de drogas vasoativas.

Durante o experimento, se a pressao arterial média atingisse niveis abaixo de
50mmHg, iniciava-se infusdo intravenosa de noradrenalina (0,5-1ug/kg/min). A
necessidade de suporte inotropico foi avaliada por meio de um escore de drogas
vasoativas®’. Fluidos de manutencdo foram fornecidos por infusdo continua de
solucéo salina 0,9% contendo dextrose 5% a 4 mL/kg/h. A temperatura corporal foi
monitorada continuamente por sonda esofagica e mantida a 38°C - 39°C com
cobertor de aquecimento elétrico. A saturacdo arterial de oxigénio foi monitorada
continuamente por meio de um oximetro de pulso.

Os coelhos foram tratados de acordo com as diretrizes do National Institutes
of Health e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Experimental
Faculdade de Medicina de Botucatu - Universidade Estadual Paulista (protocolo no.
600) e pelo Comité de Etica Experimental do Jean Mayer USDA — Human Nutrition

Research Center on Aging — Tufts University.

Inducéo de lesé&o pulmonar aguda

A lesdo pulmonar foi induzida por lavagens pulmonares realizadas com
aliquotas de 30mL/kg de solucdo salina 0,9% aquecida (38°C) como descrito
anteriormente'?, '°. Apés a estabilizacdo, uma amostra de gasometria arterial foi
obtida para verificar se 0s animais apresentavam hipoxemia (dois valores de PaO, <

200 mmHg com 15 minutos de intervalo). Apés este periodo de estabilizacdo, os
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animais foram submetidos a duas manobras de recrutamento dindmica mantidas
durante 30 segundos com Paw de 30 cmH,O a fim de promover o recrutamento

alveolar e igualar o histérico de volume pulmonar dos animais®.

Medida da complacéncia pulmonar

A complacéncia pulmonar estdtica foi medida automaticamente pelo
ventilador mecéanico Galileo Gold durante cada ciclo respiratorio. Esta medida é
realizada baseando-se em cada ciclo respiratdrio, sem a necessidade de padrbes
especiais de fluxo inspiratério e manobras de oclusbes quando o animal e/ou

paciente estiver relaxado®® .

Grupos Experimentais

Animais (n = 30) foram divididos aleatoriamente em trés grupos: a) Controle
[GC, n = 10: VT 6mL/kg, PEEP 5cmH,0, no ventilador mecéanico Galileo Gold
(Hamilton Medical AG, Suécia); b) LPA + VMC [GVMC, n = 10: VT 6mL/kg, PEEP
10cmH20, Presséao platé limitada a < 30 cmH,O no mesmo ventilador]; e c) LPA +
VAF [GVAF, n = 10: Paw 12-14cmH,0O, FR 10Hz, tempo inspiratério de 33% e
amplitude de pressao inicial de 20cmH,0O, no ventilador mecanico SensorMedics
3100A (Viasys Healthcare, Yorba Linda, EUA)]. Na VMC foi utilizado o modo
presséo-regulada-volume-controlado e a frequéncia respiratoria foi mantida em 40-
50 respiracdes/min para garantir PaCO, alvo de 40 a 45 mmHg. A amplitude de
pressdo na VAF foi modificada para manter o mesmo nivel PaCO,. A FiO, foi
mantida em 1,0 durante todo o experimento para todos 0S grupos.

Gasometria arterial foi obtida antes (basal), apés a inducéo da lesdo pulmonar

aguda (lesdo pulmonar) e, posteriormente, a cada 30 minutos até completar quatro
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horas de observacdo. Os gases sanguineos foram analisados por um aparelho de

gasometria arterial ABL-3 (Bayer, Rapid Lab, Khiron 865).

Coleta do tecido

O tubo traqueal foi pincado no nivel de PEEP em uso e o térax foi
cuidadosamente aberto para observar sinais de pneumotérax, confirmar a colocacéo
adequada dos cateteres e para coletar os tecidos. Os animais foram sangrados
antes da remocéo do pulmé&o. O coracao e os pulmdes foram removidos da cavidade
toracica em bloco. O pulmao direito foi dissecado e armazenado para analise de
estresse oxidativo em todos os grupos. Amostras de tecido para analise do estresse
oxidativo foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a
realizagcdo da analise. Em cada grupo o brénquio principal esquerdo de cinco
coelhos foi canulado e o pulméo lavado com duas aliquotas 15mL/kg de salina 0,9%.
Os pulmdes esquerdos que nao foram instrumentados para realizacdo do lavado

broncoalveolar foram coletados e utilizados para andlise histopatolégica.

Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi coletado e o numero total de células contadas em
uma camara de hemocitdmetro. Células foram diferenciadas com kit de coloragéo
Panotic (LABORCLIN, PR, Brasil) e a porcentagem de leucdcitos polimorfonucleares

foi avaliada.

Analise histopatoldgica
Os pulmdes foram preenchidos com solugcéo tamponada de formalina a 10% e

a arquitetura alveolar preservada por infusdo lenta de formalina a uma pressao
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méaxima de 30 cmH,0. Depois de pelo menos 48 horas de fixacdo, os fragmentos
foram embebidos em parafina e realizados cortes axiais dos pulmdes que foram
corados com hematoxilina e eosina e examinados por dois patologistas
independentes e que desconheciam a quais grupos os fragmentos pertenciam. Dez
campos microscopicos foram selecionados aleatoriamente para o exame de cada
lamina, totalizando 20 testes para cada animal. O dano histolégico pulmonar foi
quantificado por um escore composto de sete varidveis (inflamacdo alveolar e
intersticial, hemorragia alveolar e intersticial, edema, atelectasia e necrose). A
gravidade da leséo foi classificada para cada uma das sete variaveis da seguinte
forma: sem leséo = 0, lesdo em 25% do campo = 1, lesdo em 50% do campo = 2,
lesdo em 75% do campo = 3, lesdo difusa = 4. A pontuacdo méaxima possivel era de

28 e a minima zero> *2,

Anadlise da capacidade antioxidante total no tecido pulmonar

A capacidade antioxidante total foi utilizada para medir o estresse oxidativo
pulmonar nos animais de todos os grupos. A capacidade antioxidante total no tecido
pulmonar dos coelhos foi quantificada por meio da comparacao da area sob a curva
relativa a cinética de oxidacdo da suspensao dos lipossomas de fosfatidilcolina
utilizado como matriz de referéncia biologica. A capacidade antioxidante varia de 0%
(sem protecdo) a 100% (protecdo total)'®. Lipossomas para o controle foram
preparados como previamente validado e relatado por Ferreira et al.?® em tecido
animal. Uma porcao dorsal do pulméo direito foi pesada (0,4 g), fragmentada, e
homogeneizada por 20 segundos no gelo com 2 mL de solucdo tampéao fosfatada
(100mM, pH7.4) usando um homogenizador (IKA, Ultra-Turrax T8 homogeneizador,

Wilmington, NC, EUA). Aliquotas do sobrenadante foram coletadas apos
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centrifugacdo do tecido pulmonar em uma centrifuga refrigerada (6000 Sorvall RT,
Du Pont Co., Newtown, CT, EUA) a 800 g por 15 minutos e utilizada para a medida
da capacidade antioxidante total (TAP). O TAP da amostra (sobrenadante) foi
monitorado por meio do produto de oxidacdo de fluorescéncia verde do BODIPY
581/591 usando um aferidor (Wallac Victor X2, Perkin-Elmer, Boston, MA, EUA).
Todas as andlises foram realizadas em triplicata. O resultado do TAP foi corrigido
pelo valor da proteina do sobrenadante a qual foi determinada utilizando um kit -

BCA Protein Assay, conforme descrito por outros autores™* *.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o SigmaStat (versdo 2.03; SPSS,
Chicago, IL). Dados distribuidos de forma normal foram comparados entre 0s
diferentes grupos de tratamento por meio da analise de variancia com subsequentes
comparacdes multiplas entre pares por meio do teste de Student-Newman-Keuls e
expressos como meédia + SD. Dados que ndo apresentaram distribuicdo normal
foram comparadas pelo teste de analise de variancia de uma via Kruskal-Wallis com
todas as comparacdes entre os pares pelo teste de Dunn e foram expressos como
mediana (intervalo interquartilico). Comparacdes dentro dos grupos em momentos
diferentes foram realizadas usando a andlise de medidas repetidas de Friedman com
comparacdes posteriores pelo Método de Dunnett. Tabelas de contingéncia de
dados categoricos foram comparadas pelo teste exato de Fisher. Significancia

estatistica foi definida como p <0,05.
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Resultados

Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao peso (GC:
2,65 £ 0,24 = GVMC: 2,41 + 0,28 = GVAF: 2,59 + 0,16 kg; p> 0,05) e numero de
lavagem pulmonar para induzir a LPA (GVMC: 8,1 = 2,72 = GVAF: 7,2 £ 2,53, p>
0,05). A porcentagem de liquido recuperado apoés a lavagem pulmonar foi de 85% e
83,2% para os grupos VMC e VAF (p> 0,05), respectivamente.

Um animal do grupo controle morreu de hipotensao refrataria, dois animais do
grupo VMC morreram de pneumotérax e sangramento traqueal e um animal do
grupo VAF foi perdido por hipotensdo refrataria. Estes animais ndo foram incluidos

ou analisados.

Hemodinamica, mecanica pulmonar e troca gasosa

N&o houve diferenca estatistica na presséo arterial média entre os grupos. Os
animais dos grupos LPA necessitaram de noradrenalina para manter a pressao
arterial média acima de 50 mmHg. Ambos os grupos com LPA apresentaram maior
escore de drogas vasoativas quando comparados com o GC [GC: 0 (0-25) < GVMC:
50 (0-70) = GVAF: 50 (0-50); p <0,05].

Os grupos com LPA apresentaram piora significante na ventilagcdo e
oxigenacao apos a inducéo da lesdo pulmonar comparado ao momento basal, antes
da lesdo, e com o grupo controle. Houve aumento significante da Paw e diminuicao
da complacéncia pulmonar apos a inducédo de lesdo pulmonar (Tabela 1), assim
permanecendo até o final do experimento. A pressdo média de vias aéreas e a

complacéncia pulmonar séo apresentadas nas Figuras 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1 — Indices de oxigenacdo e ventilagdo, mecanica pulmonar e dados

hemodindmicos nos momentos basal e lesdo pulmonar (média + SD)

GVMC GVAF
(n=10) (n=10)
Basal Lesao Pulmonar Basal Lesao Pulmonar
Pa0, (mmHg) 475+ 77,0' 79,9 +12,7™ 466,3 + 36,2" 66,2 + 34,2'*
indice de N fx N tx
Oxigenag&o 1,81 + 0,66 12,55 + 2,05 1,50 £ 0,15 17,8 £ 6,32
(cm H,O/mm Hg)
Cogﬁf’rfgﬁgf 'a 3,34 +0,22' 1,41+0,31"™ 3,02 +0,75' 1,33+ 0,22
(mL/cmH,0)
Pressdo média nas
vias aéreas 8,2+1,78" 10,0 + 1,54 7,0 +0,38" 10,1 +0,70™
(cmH,0)
PaCO, (mmHg) 40 £ 4,8 50 + 6,0 40 + 5,38 50 + 4.87™
Presséao arterial 75 + 15,71 75 + 18,0T 68 + 10,1 t 60 + 5,51“

média (mmHg)

n = animais; Basal = antes da lesdo pulmonar; Lesdo pulmonar = apés indugéo da leséo

pulmonar; GVMC = grupo ventilacdo mecéanica convencional; GVAF = grupo ventilagdo de

alta frequéncia. indice de oxigenacdo = [(FiO, x pressdo média nas vias aéreas)/Pa0,] x

100.

*p < ,05 comparando basal e lesdo pulmonar para cada grupo. 'p > ,05 comparando

grupos em cada momento. One Way ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 1 - Pressdo média nas vias aéreas ao longo do tempo para 0s grupos experimentais.

Os dados séo apresentados como média + SD. * p <0,05 versus grupo controle (GC) e # p

<0,05 versus antes da lesdo pulmonar. GC: Grupo controle; GVMC: grupo ventilagcao

mecanica convencional; GVAF: grupo ventilagao oscilatoria de alta frequéncia.
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Figura 2 - Complacéncia pulmonar no grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecéanica

convencional (GVMC) e grupo ventilacdo de alta frequéncia (GVAF). Os dados séo

apresentados como média = SD.

* P <0,05 versus controle (GC) e antes da les@o pulmonar.
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Apos 4 horas de ventilagdo mecéanica, o GVAF mostrou melhora significante
da oxigenacdo comparado com GVMC, apresentando indices de oxigenacao
semelhantes aos anteriores da lesao pulmonar e ao grupo controle. Valores de PaO,

e indice de oxigenacdo s&do mostrados na Figura 3.
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Figura 3 - PaO2 ao longo do tempo para os grupos experimentais (painel A). Os dados séo
apresentados como média + SD. * P <0,05 vs grupo controle (GC) e # p <0,05 vs antes da
lesdo pulmonar. indice de oxigenacéo (pressdo média das vias aéreas x FiO2 x 100/Pa02)
ao longo do tempo para os grupos experimentais (painel B). Os dados séo apresentados
como média £ SD. * P <0,05 vs grupo controle (GC) e # p <0,05 vs antes da lesdo pulmonar.
GC: Grupo controle; GVMC: grupo ventilagdo mecéanica convencional; GVAF: grupo

ventilagao oscilatéria de alta frequéncia.
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Lesdo pulmonar oxidativa

A capacidade antioxidante total no tecido pulmonar do grupo com ventilagao
oscilatoria de alta frequéncia foi semelhante ao grupo controle e significantemente
maior do que o do GVMC (GC: 59,4 + 4,52 = GVAF: 69,0 + 4,99 > GVMC: 47,6

2,58 porcentagem de protecao / g de proteina; p <0,05) (Figura 4).

TAP (% protegdo g/proteina)

Figura 4 - Protecdo pulmonar determinada pela capacidade antioxidante total (TAP) para os
grupos experimentais. Os dados sdo apresentados como média + SD. * P <0,05 vs. grupo
ventilacdo mecénica convencional protetora. GC: Grupo controle; GVMC: grupo ventilagao

mecanica convencional; GVAF: grupo ventilagao oscilatéria de alta frequéncia.

Leséo histopatoldgica
O grupo ventilacao oscilatoria de alta frequéncia apresentou escore de leséo

histopatolégica menor comparado com o GVMC (GVMC: 5 (2-16) > GVAF: 2 (0-5) >

GC: 1 (0-2); p <0,05) (Figura 5).
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Figura 5 - Fotomicrografias microscopia 6ptica digital (200x, hematoxilina e eosina) de amostras
representativas de areas pulmonares dependentes do grupo controle (GC), grupo ventilagao
mecéanica convencional (GVMC) e grupo de ventilacdo de alta frequéncia (GVAF). Escore de
leséo histopatoldgica: GVMC > GVAF > GC, p <0,05. Os dados séo apresentados como mediana

(intervalo). ANOVA Kruskal-Wallis, com comparacgfes subsequentes pelo teste de Dunn.

Contagem de células polimorfonucleares

A contagem de células polimorfonucleares no lavado broncoalveolar foi
significantemente menor no GVAF comparado ao GVMC e semelhante ao GC
(GVMC: 4,27 + 1,50 > GVAF: 0,33 £ 0,20 = GC: 0,16 = 0,15; namero de células

polimorfonucleares/lavado broncoalveolar por pulméo, p <0,05) (Figura 6).

— —
GVYMC GVAF GC
Grupos

Figura 6 - Namero de leucécitos polimorfonucleares (PMN) de células do lavado broncoalveolar no
final do experimento do grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecénica convencional (GVMC) e
grupo ventilagédo de alta frequéncia (GVAF): GVMC: 4,27 + 1,50 > GVAF: 0,33 + 0,20 = GC: 0,16 +
0,15, p <0,05. Os dados séo apresentados como média + SD. * P <0,05 vs grupo controle (GC) e
grupo ventilag&o oscilatéria de alta frequéncia (GVAF).
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Discusséo

Os beneficios da ventilacdo mecéanica utilizando menores volumes como
estratégia de protecdo pulmonar foram relatados em grande ensaio clinico
randomizado multicéntrico'’. Pacientes portadores de LPA ou SDRA ventilados com
VT de 6mL/kg apresentaram reducdo significante da mortalidade em comparacéo
com aqueles ventilados com VT tradicional (10 — 12 mL/Kg). Este conceito levou ao
aumento do interesse pela utilizacdo da VAF ?* uma vez que esta modalidade usa
VT muito baixo e Paw constante, com maior estabilidade alveolar. A hiperdistensao
causada pela pressdo aumentada nas vias aéreas em VMC pode ser evitada
quando a VAF é utilizada, prevenindo o desrecrutamento alveolar e as oscilagfes no
volume alveolar (colapso e reexpansdo), poupando surfactante e diminuindo a
inflamacéo local .
A ventilagéo oscilatéria de alta frequéncia tem mostrado resultados benéficos

consistentes no tratamento da SDRA em trabalhos clinicos e experimentais ** *> 2

% Em acordo com trabalhos anteriores, nosso estudo confirmou que a VAF
melhorou a oxigenacéo e reduziu a les&o pulmonar inflamatéria e histopatolégica **
153537 Recentemente, Jian et al. *® demonstraram reducéo da resposta inflamatéria
medida pela producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e infiltracdo de
neutréfilos no lavado broncoalveolar em ratos com LPA. Nossos grupos com LPA
apresentaram hipoxemia significativa apdés a lavagem pulmonar e répida
recuperacdo quando tratados com VAF. Resultados semelhantes foram observados
por outros autores 173439,

Embora existam muitos estudos avaliando os efeitos da VAF sobre a

oxigenacdao, inflamacgéo e leséo histolégica pulmonar em modelos animais de LPA,

poucos tém analisado o estresse oxidativo pulmonar'" 8. Além disso, até onde
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pudemos constatar, ndo ha nenhum estudo disponivel que tenha avaliado os efeitos
da VAF sobre o estresse oxidativo pulmonar determinado pela capacidade
antioxidante total (TAP). O método da TAP corresponde a forma Unica para
determinar a capacidade antioxidante de um sistema biol6gico examinando ambos
os compartimentos lipofilico e hidrofilico®®. O envolvimento do estresse oxidativo
mediado por leséo tecidual é fator que provavelmente esta envolvido na patogénese
da SDRA®. Quinlan et al.** relataram que pacientes com SDRA apresentaram
baixas concentracdes de antioxidantes no plasma “*. A ativacéo dos agregados de
leucocitos na microvasculatura pulmonar causa a liberagdo de ROS, que podem
lesar os acidos graxos poliinsaturados da membrana celular, iniciando, assim, um
processo de peroxidacdo. A peroxidacdo leva a perda da integridade da membrana
celular funcional, culminando em aumento agudo da permeabilidade da membrana
alvéolo-capilar. Na LPA, linfocitos ativados estimulam o fator de necrose tumoral
(TNF) e outras citocinas e estas aumentam a geracdo de radicais livres por
leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e outras células inflamatérias podendo
resultar em SDRA *%.

Rotta et al.'', em modelo de LPA em coelhos semelhante aquele que
empregamos, estudaram o estresse oxidativo por meio da analise do

43 Embora o

malondialdeido, um marcador inespecifico de peroxidacéo lipidica
grupo tratado com VAF tenha apresentado peroxidacdo lipidica menor do que o
grupo tratado com VMC, este método de avaliacdo do estresse oxidativo tem sido
criticado devido a sua baixa especificidade e sensibilidade** *°. Utilizando outro
marcador de estresse oxidativo (mieloperoxidase), foi demonstrada reducdo do dano

oxidativo pulmonar em modelo de LPA induzida por aspiracdo do suco gastrico em

coelhos tratados com VAF8. Ainda que a mieloperoxidase seja associada ao dano
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tecidual envolvendo células inflamatorias, isto implica somente na afericdo da
atividade oxidante de neutréfilos e de outras células que apresentam a atividade da
mieloperoxidase °.

Em nosso estudo o grupo controle (ventilagdo mecéanica sem leséo pulmonar)
apresentou valores da TAP similares ao grupo tratado com VAF, sugerindo que a
ventilacdo mecanica por si sO leva ao estresse oxidativo pulmonar, provavelmente
pelos ciclos repetidos de abertura e fechamento alveolar. De fato, estudos anteriores
indicaram que a ventilagdo mecanica per se pode induzir lesdo pulmonar muito
semelhante 8 SDRA em humanos *" .

Como esperado, os animais submetidos ao tratamento com VMC e leséo
pulmonar exibiram menor TAP do que os animais do grupo controle, indicando maior
estresse oxidativo, provavelmente devido ao estiramento ciclico alveolar ou lesao
pulmonar induzida pelo ventilador mecéanico com a utilizagdo de maiores volumes e
pressdes. Foi interessante notar que o grupo com lesédo pulmonar tratado com VAF
mostrou valor significativamente maior de TAP quando comparado ao grupo com
lesdo pulmonar tratado com VMC, sugerindo reducdo substancial do estresse
oxidativo no tratamento com VAF. Estes resultados poderiam ser explicados pelas
diferencas na lesé@o pulmonar induzida em modelos animais. Idealmente, os modelos
animais deveriam reproduzir os mecanismos da LPA humana e suas consequéncias,
incluindo as mudancas fisiologicas e patolégicas. No entanto, nenhum modelo
animal é capaz de reproduzir todas as caracteristicas de LPA / SDRA em humanos
47, Os coelhos, por exemplo, tém similaridade de 57% com a regido hipervariavel
TLR4 em humanos, mas também estdo associados com o dobro da producéo de

6xido nitrico em relacéo & LPA em humanos *’.
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Atualmente, um dos modelos de LPA mais comumente utilizado em animais é

47 Este modelo causa

o de lavagem pulmonar com solugdo salina aquecida
primariamente a deplecdo de surfactante, o que provoca lesdo pulmonar muito
semelhante a SDRA humana em seus efeitos sobre a oxigenacao, complacéncia do
sistema respiratério, atelectasia e edema perivascular/peribrénquico. No entanto,
induz menor infiltracdo de macréfagos e neutrdéfilos, a menos que outro estimulo,

como a ventilagdo mecanica, seja adicionado *'.

Além disso, a remoc¢do do
surfactante pode interferir com a resposta inflamatéria e imunolégica pulmonar,
assim como no metabolismo oxidativo, uma vez que o surfactante inibe a ativacao
respiratéria de neutréfilos e exibe efeito antioxidante nos macréfagos alveolares *°.

Baseado nos indices fisiopatolégicos e bioquimicos analisados em nosso
estudo foi possivel observar que a VAF melhorou a oxigenagdo e reduziu o dano
histopatolégico. Portanto, podemos admitir a hipétese de que a VAF induziu menor
estiramento alveolar limitando tanto a resposta inflamatoria quanto o estresse
oxidativo pulmonar.

Limitacdes do estudo e as implicacfes futuras: Primeiramente, ndo existe um
unico modelo animal que possa reproduzir todas as caracteristicas de LPA / SDRA
em seres humanos. Por outro lado, um dos modelos de LPA em animais mais
utilizados é o de lavagem alveolar com soro fisiolégico aquecido. Além disso, a FiO,
de 1,0 durante quatro horas pode levar a danos do parénquima pulmonar e interferir
com o metabolismo oxidativo. No entanto, foi utilizada a mesma concentracdo de
oxigénio para todos 0s grupos, 0 que provavelmente excluiu qualquer grande
variacao entre os grupos devido a toxicidade de oxigénio. A remocéao do surfactante,

caracteristica do modelo utilizado, pode interferir com a resposta inflamatoéria /

imunologica pulmonar e metabolismo oxidativo porque o surfactante inibe a ativagao
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respiratoria de neutréfilos e tem um efeito antioxidante em macréfagos alveolares *°.
Em segundo lugar, nés ndo permitimos alteracdes nos parametros ventilatorios
(elevacéo dos niveis de PEEP acima de 10 cmH,0), o que pode ter contribuido para
hipoxia sustentada. No entanto, os coelhos submetidos a LPA s&o muito sensiveis a
hipotenséo, tornando dificil a utilizacdo de niveis de PEEP mais altos como o0s
empregados em pacientes com SDRA.

Apesar de resultados experimentais satisfatérios, ndo existem estudos
clinicos com reducédo significativa da taxa de mortalidade em pacientes com SDRA
submetidos a VAF. Seria muito dificil encontrar uma terapia Unica para tratamento da
SDRA devido a sua complexidade fisiopatologica. Portanto, mais estudos sao
necessarios para avaliar o mecanismo do estresse oxidativo pulmonar na SDRA,
utilizando diferentes estratégias ventilatérias e outras terapias adjuvantes, tais como
posi¢do prona, surfactante exdégeno e oxido nitrico inalatério. A avaliacdo global dos
antioxidantes e do estresse oxidativo pelo método do TAP em pacientes com SDRA
pode fornecer informacgBes Uteis sobre as necessidades de suplementacdo com

antioxidantes.

Conclusdes

Considerando-se as limitacbes, o0 presente estudo demonstrou que a
ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia desempenhou importante papel protetor na
lesdo pulmonar aguda, levando a melhora da oxigenacédo, processo inflamatorio e
reducdo do dano histopatolégico, além de atenuar a lesdo pulmonar oxidativa
comparado a ventilacdo mecanica convencional protetora sob estas condi¢cbes

experimentais.
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Abstract

Mechanical ventilation (MV) can induce lung oxidative stress, which plays an important role in pulmonary injury. This sludy
compared protective conventional mechanical ventilation (CMV) and high-frequency osclllatory ventilation (HFOV) for
oxygenation, oxidative stress, inflammatory and histopathological lung injury in a rabhit model of acute lung injury (ALL).
Rahbbits (n - 30) were ventilated at FiQs 1.0. Lung injury was induced by tracheal saline infusion (30 mL/kg, 38°C). Animals
were randomly assigned to: (a) sham control (GG tidal volume [We] 6 mL kg, positivie end expiratory prossure [FEER]
b cmH:0, respiratory rate [RR] 40 ipm); (b) ALI + CMV (CMVG: Ve 6 mL kg, PEEP 10 cmH.0, RR 40 ipm); or (o) ALl + HFOW
{HFG: mean alrway pressure [Paw] 14 cmH20, RR 10 Hz} groups. Lung oxidative stress was assessed by tolal antioxidant

pedormeance assay, inflammelory response by the number of polymorphonuciear leulkocyles, bronchoalveolar levage Muid/
lung and pulmeonary histological damage was quantified by a score. Ventilatory and hemodynamic parameters were
recorded every 30 min. Both ALl groups showed worse oxygenation after lung Injury Induction. After four hours of
ventilation, HFG showed belter oxygenation (partial pressure of oxygen [Pa0y] - CG; 4859  30.5 = HFG: 399.1 £ 98.2 >
CMVG: 2327 +10d mmHg, P-= 0.06) and inflammatory responses (CMVG: 4.27 < 1.60 = HFG; 0.33 + 0.20 — CG: 016 +
0.15; polymorphonuclear cells/bronchoalveolar lavage fluld/lung, P < 0.05), less histopathological injury scors (CMVG: 5
[1=18] = HFG: 1 [0=5] = CG: O |0=3]; P« 0.08), and lower lung oxidative stress than CMVG (CG: 59.4 | 4.52 — HFG:
69.0 | 4.99 = CMVG: 47.6 | 2.68% protection/g protein, P 0,08), This study showed that HFOW had an important
protactive role in ALL It improved oxygenation, reduced inflammatory process and histopathologlcal damage, and
attenuated oxidative lung injury compared with protective CMV under these experimental conditions considering the study
limitabions,

Keywords: high-frequency osciliatory ventilation, conventional mechanical ventilation, acute lung injury, oxidative stress,
antioxidants

Experimerntal Biology and Medicine 2011; 238: 1188-1196. DOL: 10.1258,/¢bom.2011.011085

Introduction

Acute mspiratory distress syidrome (ARDS) is the most
seven: manifestation of acute Imt;{, 'J;.uj.un' (AL and is
associaled with high moriality rate.”™" Despile beller under-
standing of ARDE pathophysiology, its mechanism is still
urnclear.

Reaclive oxygen species (ROS) are said lo play an impor-
tant role in pulmonary vascular endothelial inflammatory
damage” which 1s thought o be responsible for the

LEEN: 18a5-0708
Copyngivt &) 2017 by the Soriaty for Cxpenimental Biology and Medicine

development and progression af ARDST ROS are continu
ously generabed by the body's normal metabolism as well
as inflammalory  medialors?® Increased ROS generalion
and decreased anlioxidanl capacily may be wvolved in
ARDS ]\‘.Ithl!'lj’_,LTH":ii.‘i.n In addition, an inflammatory process
distupts the alveolarcapillary barrier with interstitial and
alveolar edema.'™"" These effecls can severely compromise
cell viability or induce a variely of cellular responses
through peneration of seeondary reactive species, ultimataly
leading to cell death by necrosis or apoptosis.™

Exporrngalnl Biodogy and Medome 2001 238: 1 1EB-1188
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The main ARDS supportive treatmenl, mechanical venti-
lation (MV},* may lead to inflammatory lung injury. It is
generally accepted that alveolar strelch induced by either
large inspired tidal volumes (V) or high ventilator press-
ures, and mepeated alveolar collapse and re-expansion
(known as aleleclrauma) play an important role in the
genesis of ventilation-induced lung injury.'*~* Based on
these concepls, conventional protective ventilation has
been introduced as a new approach to ventilatory support
for ARDS patients. This method aims to protect the lung
by limiting Vi (6 mL/kg) and providing adequate positive
end expiratory pressure (PEEF) with plateau pressure
<30 emH,0."

High-frequency oscillatory ventilation (HFOV) is an
attractive ventilatory method,"” = It uses a lower Vi (1-
3mL/kg) with a frequency above normal physiclogical
breathing (5-10 Hz), thus aveiding larger alveolar pressure
and volume excursions, typical of conventional mechanical
ventilation (CMV). In HFOV, a constant mean airway
pressure (Paw) is applied lo achieve and maintain alveolar
recruitment even al end expiration * =24

Currently, there is no study available comparing the effect
of HFOV and CMV on lung oxidative stress assessed by
total antioxidant performance (TAP) assay, TAP assay deter-
mining overall antioxidant foxidative stress can caplure the
biological antioxidant network between water- and fat-
soluble antioxidanis and their interactions™ against oxi-
dative siress. This method has been validaled by Beretta
el al." and applied to tissues.™ It is based on a lipophilic
radical generator (MeO-AMVN) and a lipophilic exidizable
substrate (BODIPY) that specifically measures the lipid com-
partment oxidizability related to fat-soluble antioxidanis as
well as to water-soluble antioxidants acling through a syner-
gistic/cooperative mechanism."

The aim of the current study was to compare HFOV with
CMV treatment in ALl for antioxidani performance, oxy-
genation, inflammation and histopathology. The effects of
two different ventilalory strategies were determined in an
experimental AL model.

Methods
Design, animals and instrumentation

This was a prospeclive, randomized, sham-controlled and i
wvior animal study. Thirty male Norfolk white rabhits,
weighing 20-30kg were anesthetized with ketamine
(50 mg/kg intramuscularly) and xylazine (4 mg/kg intra-
muscularly). Animals were preoxygenated during spon-
tancous breathing with 100% oxygen by nose catheter.
Anesthesia was maintained with continuous intravenous infu-
sion of ketamine {10 mg/kg/h} and xylazine (4 mg/kg/h).
Muscle paralysis was induced by intravenous administration
of pancuronium bromide (0.2 mg/kg) and maintained with
0.1 mg/kg doses as peeded to control minimal respimtory
movements and disproportional tachycandia.

A tracheotomy was performed by inserting a tracheal
tube (3.0-35mm internal diameter; Portex, Hythe, UK)
and securing it in position with umbilical tape.
Immediately after tracheotomy, ventilalion was initiated

with a Galileo Gold ventilator (Hamillon Medical AG,
Fhazuns, Sweden) in pressure-regulated-volume control
mode with the following initial parameters: Fi0. = 1.0;
r=6ml/kg PEEP =5 cmH,0; mespiralory mte = 40-
50 breaths /min. These sellings were maintained for 15 min
for stabilization. Once tracheotomy had been performed, a
vascular catheter was inserted into the common carotid
artery (22 Gauge Jeloo, Introcan™ Safety™.; B-Braun,
Melsungen, Germany), and a double lumen catheter (3%
Arrow International Ine, Reading, PA, USA) was advanced
into the superior vena cava through the jugular vein. The
arterial catheler was used lo assess blood gases and arterial
blood pressures using a monitoring system (LogiCal® da
Medex, Dublin, OH, USA} connecled to a conventional
physiological monitor {Dixtal 2010, Manaus, Brazil), The
double lumen catheter was used for continuous infusion
of sedatives, maintenance fluids and vasoactive drugs.

During the experiment, if mean arterial pressure fell
below 50 mmHg, intravenous infusion of noradmenaline
(0.5-1 pg/kg/min) was starled. The need for inotropic
support was measured by using a vasoaclive-inolropic
score.” Maintenance fluid was provided by a continuous
infusion of 0.9% saline solution containing 5% dextrose at
4 mL/kg/h. Core lemperalure was monitored continuously
by esophageal probe and body temperature was maintained
at 38-39°C with electric warming pads. Continuous pulse
oximetry was performed with the probe placed on a
shaved portion of the rabbil’s thigh.

Rabbils were cared for in accordance with the guidelines
by the National Institutes of Health, This study was
approved by the Experimental Research and Ethics
Committee of Botucatu Medical School - Sap Paulo State
University and Jean Mayer USDA - Human Nutrition
Research Cenler on Aging al Tufls University.

Lung injury induction

Lung injury was induced by lung lavage with 30 mL kg ali-
quots of 0.9% warm saline solution (38°C) as previously
described."" After stabilization, an arterial blood gas
sample was obtained to verify that animals were hypoxemic
(two wvalues of parfial pressure of oxygen [Pa0.]=<
200 mmHg 15 min apart). After this stabilization period,
animals were subjected to two 30-s dynamic sustained
inflations with Paw of 30 cmH,0 in order to promote lung
recruitment and equalize volume history.™

Measurement of respiratory system compliance

Slatic respiratory system compliance was measured aulo-
matically by a Galileo Gold ventilator (Hamillon Medical
AG) breath by breath using a statistical technique called
“the least-square fit method’, This methed is applied on a
breath-by-breath basis, without the need for special inspira-
tory flow patterns and oocclusions maneuvers when the
animal and /or patient are relaxed >

Experimental groups

Animals (n = 30) were randomly assigned to three groups:
{a) sham control (OG, n=10: V¢ 6mlL/kg PEEP
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5 emH,0, in the Galileo Gold ventilator [Hamilton Medical
AG]: (b) ALl + CMV [CMVG, n=10: V¢ 6 mL kg, PEEP
10emH,0, Plato pressure limited to < 30 emHO in the
same ventilator); or (¢} ALI+ HFOV (HFG, n=10: Paw
12-14 emH,0, respiratory rate [RR] 10 Hz, inspiratory
time of 33%, and initial pressure amplitude of 20 emH;0,
in the SensorMedics 3100A ventilator [Viasys Healthcare,
Yorba Linda, CA, USA]). In the CMV, pressure-regulated
volume control mode, respiratory rate was maintained at
40-50 breaths/min to reach the targeted partial pressure
of carhon dioxide (PaCOy; 40-45 mmHg), as pressure
amplitude in HFOV was modified to the same PaCO.
level. Fit): was maintained at 1.0 throughoul the experiment
for all groups.

Arterial blood gas was obtained before (baseline) and
after lung injury induction {lung injury}, and every 30 min
until completing four hours of observation, and was
analyzed by an ABL-3 blood gas analyzer (Chiron
RapidLab 865; Bayer Diagnostics, Tarrylown, NY, USA).

Tissue collection

The endotracheal tube was clamped at the PEEP level in
use and the thorax was carefully opened to observe for
signs of pneumoethorax, lo confirm proper catheter place-
menl and to harvesl tissue. Animals were exsanguinated
before lung removal, The heart and lungs were removed
en bloc from the thoracic cavity. The right lung in all
groups was dissecled and stored for oxidative siress
analysis, Tissue specimens for oxidative stress study were
snap-frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until
analysis. In each group the left mainstream bronchus
of five rabbits was cannulated and the left lung was
lavaged with two 15mL/kg aliquols of saline.
Additionally, left lungs not instrumented for bronchoal-
veolar lavage were collected from five animals in each
group and used for histopathological analysis.

Bronchoalveolar lavage

Bronchoalveolar lavage fluid was collected and total
number of cells counted in a hemocytomeler chamber.
Cells were differentiated using a FPanolic slaining kit
{Laborclin, Pinhais, Brazil) and the percentage of polymor-
phonuclear leukocytes was assessed.

Histopathological analysis

Lungs were filled with 10% buffered formalin and alveolar
architecture preserved by slow gravily formalin drip at a
maximum pressure of 30 cmH;0. After al least a 48-h
fixation, fragments were embedded in paraffin and axial
lung sections made, stained with hematoxylin and eosin,
and blindly examined by two independent pathologists.
Ten microscopic fields wene randomly selected for examin-
ation of each slide, tolaling 20 tests for each animal.
Pulmonary histological damage was quantified by a score
using seven variables (alveolar and interstitial inflam-
mation, alveolar and interstitial hemorrhage, edema, atelec-
tasis and necrosis). Injury severity was graded for each of
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the seven variables as follows: no injury = 0, injury to 25%
of the field=1, injury to 50% of the field=2, injury to
75% of the field = 3, diffuse injury = 4. The maximum poss-
ible score was 28 and the lowest zero M

TAP analysis in lung tissue

TAP assay was used o measure oxidative stress status of
rabbit lung from all groups. TAP in mbbit lung tissue
was quantified by comparing the area under the curve
melative lo the oxidation kinelics of phosphatidylcholine
liposome suspension used as the reference biological
matrix. The antioxidant performance Janges from 0%
(o protection) to 100% (total protection).” Liposomes
for control were prepared as previously validated and
meported by Ferreira ¢f al™ in animal tissue. The dorsal
portion of the right lung was weighed (04 g), minced
and homogenized for 20s on ice with 2 mL of phosphate
buffer saline (100 mmal/L, pH 74) using an IKA
Ultra-Turrax T8 homogenizer (Wilmington, NC, USA).
Aliquots of supemnatant were collected afler centrifugation
of lung tissue homogenale at 800g for 15 min in a Sorvall
ET 6000 refrigerated centrifuge (Du Pont Co, Newlown,
CT, USA) and used for TAP. Proteln concentmation was
determined using BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay,
as previously described '>*

Statistical analysis

Data were analyzed by SigmaStat (version 2.03; SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Normally distributed data were com-
pared between the different lreatmenl groups by one-way
analysis of variance with all pairwise comparison pro-
cedures (Student-Newman-Keuls test) and expressed as
mean + S, Data showing non-normal distribution were
compared by Kruskal - Wallis one-way analysis of variance
on ranks with all pairwise comparisons by Dunn's tesi
and expressed as median (range). Intragroup comparisons
al different fime points were performed using Friedman's
repeated measures analysis of varfance on ranks with all
pairwise mulliple comparison procedures by Dunneit’s
method, Contingency tables of categorical data were com-
pared by Fisher's exact test. Stalistical significance was
defined as P < 0,05,

Results

There was no statistical difference between groups for
weight (OG: 265 + 024 =CMVG: 241 + 0.28 = HFG:
259 + 016 kg P = 0.05) and number of lung lavages to
induce ALl (CMVG: 81 1+272=HFG: 721253 P>
0.05). Percentages of fluid recovered from the lavaged
lungs were 85% and 832% for CMV and HFOV groups
(P = 0.05), respectively.

One animal from the sham control group (refractory
hypotension), two from the CMV group (pneumothorax
and tracheal bleeding) and one from the HFOV group
(refractory hypotension) died. These animals were not
included and analyzed.
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higher TAP value than CMV with lung injury, suggesting a
substantial reduction in oxidative stress with HFOV, These
findings could be explained by the differences in the lung
injury animal models. Ideally, animal ALl models should
reproduce human ALl mechanisms and consequences,
including  physiological  and  pathological  changes,
However, no single animal model reg‘mdu::e'.i all the charac-
teristics of ALI/ARDS in humans.'” Rabbits, for instance,
have a 57% similarity with the human TLH4 hypervariable
region but are also associated with double the nitric oxide
production of human ALLY

Currently, one of the most commonly used animal ALL
models is alveolar lavage with warmed normal saline,*
This is primarily a surfactant depletion model, which
causes a lung injury very similar to human ARDS in its
effects on oxygenation, respiratory system compliance,
atelectasis  and  edema  perivascular/peribronchial.
However, it induces less macrophage and neutrophil infil-
tration, unless another injury such as MV is added."
Additionally, surfactant removal can interfere with lung
inflammatory /immune response and oxidative metabolism,
as surfactant mhibits respiratory achivation of neutrophils
and has an antioxidant effect on alveclar nmmphages.“

Based on the pathophysiological and biochemical indexes
which we have analyzed, it is noted that HFOV improved
oxygenation and reduced histopathological damage.
Therefore, we can hypothesize that TFOV induced lower
alveolar stretch limiting both lung inflammatory and oxi-
dative stress response.

Study limitations and future implications

Firstly, no single animal model can reproduce all the charac-
teristics of ALI/ARDS in humans. In additon, 1.0 FiOs
during four hours may lead to lung parenchyma damage
and interfere with oxidative metabolism, However, we
used the same concentration of oxygen for all groups,
which probably excluded any major vartation among

groups due o oxygen toxicily, Surfactant removal, charac-
teristic of the model used, can interfere with lung inflamma-
tory /immune response and oxidative metabolism because
surfactant inhibits neutrophil respiratory activation and
has an antioxidant effect on alveolar macrophages."”
Secondly, we did not allow changes in ventilator sellings
{raise PEEP levels above 10 emH;0) which may have con-
tributed to sustained hypoxia. However, ALl rabbit
madels are all very sensitive to hypotension, making it dif-
ficult to use PEEP at the higher levels as used in ARDS
patients.

Despite favorable experimental results, there are no clini-
cal studies reporting significant reduction of mortality rate
in ARDS patients submitted to HEFCOV. It would be very dif-
ficult to find a single therapy for ARDS management due to
its pathophysiological complexity, Therefore, more studies
are peeded to evaluate the mechanisms of pulmonary
tissue oxidative damage in ARDS using different ventilatory
strategies and other adjuvant therapies, such as prone posi-
tioning, surfactant amd inhaled nitric oxide. Fvaluation of
overall antioxidant /oxidative stress by TAP assay in patients
with ARDS may provide vseful information on antioxidant
supplementation needs, which warrants further study.

Conclusions

The present study showed that HFOV had an important
protective role in ALL It improved oxygenation, reduced
the inflammatory process and histopathological damage,
and attenuated oxidative lung injury compared with protec-
tive CMVY under these expenimental conditions considering
the study limitations.

Author contributions: CFR, MFPC, JRF and ALAF contribu-
ted to the study design, data processing and drafting of the
manuscripl, FIC, CSK, RCB, 1D and MAM participated in
data acquisibon, K-JY and JRF revised the manuscript cribi-
cally and gave final approval of the version to be published.
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Il — Desdobramentos da tese

Como desdobramento da tese outros dois grupos experimentais submetidos a
ventilacdo mecanica convencional protetora e ventilagdo oscilatoria de alta
frequéncia foram acrescidos ao estudo, estes associados ao Oxido nitrico inalatorio,
vasodilatador pulmonar que determina melhora da oxigenacdo. Também, apos
contato com a Profa. Dra Kyung-Jin Yeum surgiu a oportunidade de estagio no
centro de pesquisa Jean Meyer — Human Nutrition Research Center on Aging — Tufts
University com a colaboragdo da mesma para avaliacdo mais profunda de
biomarcadores do estresse oxidativo e papel do 6xido nitrico inalatério no tratamento
da lesdo pulmonar aguda. Com estes resultados foi possivel a elaboracdo de mais

dois manuscritos, um dos quais sera apresentado a seguir.
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1. Biomarkers for oxidative stress in acute lung injury induced in rabbits

submitted to different strategies of mechanical ventilation

Este manuscrito foi elaborado a partir da idéia de que a leséo oxidativa do
DNA pode também estar envolvida, de forma importante, na fisiopatologia da leséo
pulmonar aguda.

O teste do Cometa é comumente realizado para avaliagdo da leséo
oxidativa de DNA utilizando células de linfécitos isolados como mostrado tanto por
estudos clinicos como por modelos de experimentacdo animal. Este teste pode ser
aplicado em qualquer tecido in vivo que forneca um ndcleo de células. Embora
linfocitos sejam utilizados com mais frequéncia em humanos e modelos
experimentais para avaliar lesdo de DNA pelo método do Cometa, este método pode
ser aplicado em qualquer tecido, desde que uma suspensdo de células possa ser
obtida.

Para 0 nosso conhecimento, ndo h& estudos que tenham aplicado o teste
do cometa para avaliar a lesdo oxidativa do DNA no tecido pulmonar em modelo de
LPA e que o tenham correlacionado com outros marcadores de estresse oxidativo,
como lesdo oxidativa de DNA em células de sangue periférico.

A seguir apresentaremos o manuscrito completo que foi submetido ao

“Journal of Applied Physiology” e esta em fase de analise pelos revisores.
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Abstract

Oxidative damage has been said to play an important role in pulmonary injury,
which is associated with the development and progression of acute respiratory
distress syndrome (ARDS). We aimed to identify biomarkers to determine the
oxidative stress in an animal model of acute lung injury (ALl) using two different
strategies of mechanical ventilation. Rabbits were ventilated using either
conventional mechanical ventilation (CMV) or high-frequency oscillatory ventilation
(HFOV). Lung injury was induced by tracheal saline infusion (30mL/kg, 38°C). In
addition, five healthy rabbits were studied for oxidative stress. Cells from peripheral
blood and recovered from target tissue were analyzed by alkaline single cell gel
electrophoresis (comet assay) to determine DNA damage. Total antioxidant
performance (TAP) assay was applied to measure overall antioxidant performance in
plasma and lung tissue. HFOV rabbits had similar results to healthy animals, showing
significantly higher antioxidant performance and lower DNA damage compared to
CMV in lung tissue and in plasma. TAP showed a significant positive correlation
(r=0.58; p=0.0006) in plasma and lung tissue. In addition, comet assay presented a
significant positive correlation (r=0.66; p=0.007) between cells recovered from target
tissue and peripheral blood. Moreover, antioxidant performance was significantly and
negatively correlated with DNA damage (r=-0.50; p=0.002) in lung tissue. This study
indicates that both TAP and comet assay identify increased oxidative stress in CMV
rabbits compared to HFOV. Antioxidant performance analyzed by TAP and oxidative
DNA damage by comet assay, both in plasma, reflects oxidative stress in the target

tissue, which warrants further studies in humans.
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Introduction

Reactive oxygen species (ROS) play an important role in pulmonary vascular
endothelial inflammatory damage (1), which is thought to be responsible for the
development and progression of acute respiratory distress syndrome (ARDS) (27).
ROS are continuously generated by body’'s normal metabolism and inflammatory
mediators (7). Also, it is known that increased ROS generation and decreased
antioxidant performance may be involved in ARDS pathogenesis (23).

The main ARDS supportive treatment, mechanical ventilation (12), can lead to
inflammatory lung injury due to large inspired tidal volumes or high ventilator
inspiratory pressures, which is a typical drawback of conventional mechanical
ventilation (CMV) (21, 43). On the other hand, high-frequency oscillatory ventilation
(HFOV), which uses a lower tidal volume with a frequency above normal
physiological breathing, avoiding larger alveolar pressure and volume excursions, is
an attractive ventilatory method (3, 17, 41).

Total antioxidant performance (TAP) assay, determining overall antioxidant
defense/oxidative stress, can capture the biological antioxidant network between
water- and fat-soluble antioxidants and their interactions (47) against oxidative stress.
This method has been validated by Beretta et al. (6) and applied to tissues (14, 15,
34). It is based on a lipophilic radical generator (MeO-AMVN) and a lipophilic
oxidizable substrate (BODIPY) that specifically measures the lipid compartment
oxidizability related to fat-soluble antioxidants, and to water-soluble antioxidants,

acting through a synergistic/cooperative mechanism (6).
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Single cell gel electrophoresis (SCGE), also known as comet assay, is
commonly used in genetic toxicology and has become one of the standard methods
for assessing DNA damage with applications in genotoxicity testing, human
biomonitoring, molecular epidemiology, and ecotoxicology. It is fundamental in DNA
damage and repair research (10, 11, 16, 22, 30, 32), including DNA double-strand
breaks, single-strand breaks, alkali-labile sites, incomplete repair of a-basic sites and
cross-links. Significant advantages of the comet assay over other genotoxicity tests
include its fairly simple methodology, sensitivity, requirement for small number of
cells, and rapid production of data (25, 39). Although lymphocytes are routinely used
in human biomonitoring to assess DNA damage by comet assay (13), this assay can
be applied to any tissue, provided that a single cell/nucleus suspension can be
obtained (20).

To the best of our knowledge, no study is yet available evaluating overall
antioxidant performance and oxidative stress determined by TAP and comet assay in
an animal model of acute lung injury (ALI). Moreover, it is still not clear whether the
oxidative damage in peripheral blood can reflects oxidative damage in target tissue.
Such approach would be useful in clinical trials when target tissue is not possible to
be accessed.

The objective of this study was to evaluate the oxidative stress/antioxidant
performance comparing CMV with HFOV in an animal model of ALI. In addition, the
correlation between oxidative stress/antioxidant performance in peripheral blood and

target tissue was analyzed.
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Materials and Methods

1. Chemicals

N-lauroyl sarcosinate, dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium chloride (NaCl),
sodium hydroxide (NaOH), normal and low melting point agarose, Tris,
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) were purchased from Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO); Triton X-100 and chlorohydric acid (HCI) from J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ); Syber Green from Trevigen Inc. (Gaithersburg, MD); and trypan

blue from Merck (Darmstadt, Germany).

2. Design, animals, and instrumentation

Thirty-two male Norfolk white rabbits, weighing 2.0-3.0kg, were anesthetized
with ketamine (50mg/kg intramuscularly) and xylazine (2mg/kg intramuscularly). A
tracheotomy was performed by inserting a tracheal tube (3.0-3.5mm internal
diameter; Portex, Hythe, UK), secured in position with umbilical tape. Immediately
after tracheotomy, ventilation was initiated with a Galileo Gold ventilator (Hamilton
Medical AG, Sweden). In addition, five healthy rabbits were studied for oxidative
stress.

Anesthesia was maintained with continuous intravenous infusion of ketamine
(10mg/kg/h). Muscle paralysis was induced by intravenous administration of
pancuronium bromide (0.2mg/kg) and maintained with 0.1mg/kg doses as needed to
control movement.

Rabbits were cared for in accordance with the guidelines by the National

Institute of Health. This study was approved by the Experimental Research and
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Ethics Committee of Botucatu Medical School — Sao Paulo State University and Jean

Mayer USDA-Human Nutrition Research Center on Aging at Tufts University.

3. Experimental Groups

Animals (n=37) were assigned to three groups: a) Healthy group [HG, n=5:
without lung injury and mechanical ventilation; b) ALI+CMV group (CMV, n=16: Vy
6mL/kg, PEEP 10cmH,0, Plato pressure limited to < 30 cm H,0 in the Galileo Gold
ventilator (Hamilton Medical AG, Sweden); and c) ALI+HFOV group [HFOV, n=16:
Paw 12-14cmH,0, RR 10Hz, inspiratory time of 33%, and initial pressure amplitude
of 20cmH0, in the SensorMedics 3100A ventilator (Viasys Healthcare, Yorba Linda,
USA)]. In the CMV, pressure-regulated volume control mode was used, respiratory
rate was maintained at 40-50 breaths/min to reach targeted PaCO, (40-45 mmHg),
as pressure amplitude in HFOV was modified to the same PaCO, level. FiO, was

maintained at 1.0 throughout the experiment for all groups.

4. Lung Injury Induction

Lung injury was induced by lung lavage with 30mL/kg aliquots of 0.9% warm
saline solution (38°C) as previously described (21, 36).

After lung injury induction animals were ventilated during 4 hours using the
mechanical ventilators described above. This period of the experiment was chosen
taking into consideration the viability of the rabbits submitted to this protocol (15, 21,

36).
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5. Sample collection

Isolated lymphocytes and cells recovered from target tissue were analyzed by
comet assay to determine DNA damage (% DNA in tail). Total antioxidant
performance (TAP) assay was applied to measure overall antioxidant performance

(% protection) in plasma as well as lung tissue.

5.1 — Lung tissue collection
Lung was dissected and stored for oxidative stress analysis. Tissue

specimens were snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.

5.2 — Lymphocytes isolation, cryopreservation and recovery

Lymphocytes were immediately isolated after the blood collection. Isolation
was performed by density gradient sedimentation (Histopaque 1077, Sigma
Diagnostics) and frozen in a mixture containing 50% fetal bovine serum, 40% culture
medium (RPMI 1640, Sigma Diagnostics), and 10% dimethyl sulfoxide at a freezing
rate of -1°C / min to a final temperature of -80°C before stored in liquid nitrogen (48).
Cells were recovered by submersion in a 37 °C water bath. Cells were placed in a
pre chilled 50% RPMI 1640 medium combined with 50% fetal bovine serum, then
centrifuged at 200 X g for 5 min at 4 °C. Cells were resuspended in 250 pL of cold
phosphate buffered saline and checked for viability (typically = 95% viability) and cell

number (typically 1 x 10° cells/mL).
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5.3 — Lung tissue preparation for comet assay

Techniques previously described (29, 37) with minor modifications were
followed. Briefly, frozen lung tissue (200mg) was carefully minced and homogenized
in 2 mL of cold PBS (20uM-EDTA) using a Potter homogenizer (Wheaton
instruments, New Jersey, USA) for cells preparation. Suspension of cells was
collected and left on ice for 10 min, then centrifuged at 200 X g for 5 min at 4 °C.
Cells were resuspended in 250 pL of cold phosphate buffered saline and checked for

viability (typically = 95% viability) and cell number (typically 1 x 10° cells/mL).

6. Single-cell gel electrophoresis analysis (comet assay)

DNA strand breaks were measured in cells obtained from lung tissue and
peripheral blood using comet assay as proposed by Singh et al. (38), Tice et al. (40)
and Collins et al. (11), with some modifications. Volumes of 20 yL of cells obtained
from lung tissue homogenate or peripheral blood were added to 150 uL of 0.5% low
melting point agarose at 37 °C. From the mixtures, 130 pyL were layered onto slides
precoated with 1.5% normal agarose, covered with a coverslip, and left for 5 min at 4
°C to solidify the agarose. Subsequently, the coverslips were carefully removed and
the slides immersed in a lysis solution for 24 h. Then, slides were washed with PBS
for 5 minutes and immersed in a freshly prepared alkaline buffer (ImM EDTA,
300mM NaOH [pH> 13]) in a horizontal electrophoresis tray. After 40 min DNA
unwinding period, electrophoresis was conducted at 25 V and 300mA for 30 min,
followed by 15 min neutralization with 0.4M Tris buffer (pH 7.5). Slides were washed
in absolute ethanol and stored at room temperature for drying. The gel on each slide
was stained with 50 uyl SYBRgreen (Trevigen, Gaithersburg, MD) and diluted

1:10,000 in Tris-EDTA buffer. Slides were examined using a fluorescent microscope
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at 400x magnification (8). Every step was carried out under indirect light. Slides were
coded and analyzed without knowledge of the identity of the sample. DNA damage
was measured by percentage of DNA in tail using computer scoring system (comet

assay |V Software, Perceptive Instruments, Haverhill, Suffolk, UK).

7. Total antioxidant performance analysis

Total antioxidant performance assay was used to measure oxidative
stress/antioxidant performance of rabbit lung tissue and peripheral blood. TAP was
quantified by comparing the area under the curve relative to the oxidation kinetics of
phosphatidylcholine liposome control suspension used as the reference biological
matrix (Figure 1). The antioxidant performance ranges from 0% (no protection) to
100% (total protection) (6). Liposomes for control were prepared as previously
validated and reported by Beretta et al. (6) in plasma and by Ferreira et al. (14, 15,

34) in animal tissue.
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Figure 1 — Oxidation kinetics of phosphatidylcholine liposome control suspension used as the
reference biological matrix. PC — phosphatidylcholine, DHS - Delipidized Human Serum, HG: Healthy

group; CMV: Conventional mechanical ventilation group; HFOV: High-frequency oscillatory group.

Dorsal portion of right lung was weighed (0.4g), minced, and homogenized for
20s on ice with 2mL of phosphate buffer saline (100mM, pH7.4) using an IKA, Ultra-
Turrax T8 homogenizer (Wilmington, NC). Aliquots of supernatant were collected
after lung tissue homogenate centrifugation at 800 g for 15 min in a Sorvall RT 6000
refrigerated centrifuge (Du Pont Co., Newtown, CT) and used for TAP. Protein
concentration was determined using BCA Protein Assay, as previously described (2,
6, 15).

Plasma total antioxidant performance (TAP) was determined fluorometrically
with a 1420-multilabel counter (Wallac Victor 2; Perkin-Elmer Life Sciences, Boston,

MA, USA) as described previously (6).
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8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SigmaPlot 11 (Systat Software, Inc.
San Jose, CA). Data were compared between the different treatment groups by one-
way analysis of variance with all pairwise comparison procedures (Student-Newman-
Keuls test) and results expressed as mean = SD. The correlation was performed

using Pearson correlation. Statistical significance was considered when p< 0.05.

Results

Oxygenation and lung mechanics

Both injured groups showed similar decrease in oxygenation and deterioration

of pulmonary mechanics after lung injury induction, as shown in figures 2.
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Figure 2 — PaO2 over time for the experimental groups. Data are shown as mean + SD. *p< .05 vs.
conventional mechanical ventilation (CMV) and *p< .05 vs. baseline (Panel A). Mean Airway Pressure
over time for the experimental groups. Data are shown as mean + SD. *p< .05 vs. conventional
mechanical ventilation (CMV) and "p< .05 vs. baseline (Panel B). CMV: Conventional mechanical

ventilation group; HFOV: High-frequency oscillatory ventilation group.

Total antioxidant performance

Total antioxidant performance in plasma and lung tissue of the rabbits
ventilated with HFOV showed similar antioxidant defense to those of healthy group
and significantly higher as compared to those ventilated with CMV, as shown in
Figure 3. In addition, a strong positive correlation (r = 0.58; p = 0.0006) between

overall antioxidant defense in plasma and lung tissue were observed (Figure 4).

Figure 3 — Total antioxidant performance (TAP) in lung tissue (panel A) and plasma (panel B). Data
are shown as mean + SD. *p< .05 vs. HG and HFOV. HG: Healthy group; CMV: Conventional

mechanical ventilation group; HFOV: High-frequency oscillatory group, n= number of animals.
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Figure 4 — Correlation between total antioxidant performance in plasma

Correlation). n= number of animals, r= correlation coefficient.
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Endogenous DNA damage assessed by comet assay was significantly lower

in

rabbits ventilated with HFOV compared to those of CMV (Figure 5).
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Figure 5 — Endogenous DNA damage (% DNA in tail) in lung tissue. Data are shown as mean = SD.
*p< .05 vs. HG and HFOV. HG: Healthy group; CMV: Conventional mechanical ventilation group;

HFOV: High-frequency oscillatory group, n= number of animals.

In addition, a highly statistically significant correlation (r = 0.66; p = 0.007) was
also observed between DNA damage in cells recovered from target tissue and
isolated lymphocytes (Figure 6). Moreover, high antioxidant performance was
significantly associated with the lower DNA damage (r = -0.50; p = 0.002) in lung

tissue (Figure 7).
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Figure 6 — Correlation between cells recovered from lung tissue and isolated lymphocytes in

DNA damage analysis by comet assay (Pearson Correlation). n= number of animals, r= correlation

coefficient.
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Figure 7 — Correlation between total antioxidant performance assay and DNA damage in lung tissue

(Pearson Correlation). n= number of animals, r= correlation coefficient.
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Discussion

Two different methods to measure antioxidant defense/oxidative stress were
studied in this rabbit model of ALI treated with HFOV and CMV.

Firstly, we have analyzed overall antioxidant defense by TAP assay, which is a
unique method of determining the antioxidant performance of both lipophilic and
hydrophilic compartments of a biological system (6). The involvement of oxidant-
mediated tissue injury is likely to be an important event in ARDS pathogenesis (19)
and ARDS patients are reported to have low plasma concentrations of antioxidants
(33). Activated leukocyte aggregates in pulmonary microvasculature and releases
ROS, which can attack membrane polyunsaturated fatty acid, thus initiating a
peroxidation process. Peroxidation leads to loss of cell membrane functional integrity,
culminating in an acute increase of alveolar-capillary permeability. In ALI, activated
lymphocytes stimulate tumor necrosis factor and other cytokines. These lymphokines
augment free radical generation by polymorphonuclear leukocytes, macrophages,
and other cells, which may ultimately lead to ARDS (24). Secondly, we have
evaluated oxidative DNA damage by comet assay. This assay is a highly sensitive
method to distinguish different types of DNA fragmentation caused by genotoxic
compounds (31) and can be applied to any tissue in vivo model (20). The use of
freshly isolated or cryopreserved lymphocytes to determine DNA damage using
comet assay has been well established (10, 13, 26, 48). However, the use of target
tissue to evaluate DNA damage by comet assay in animal models remains unclear
and has not been correlated with peripheral blood cells.

In clinical practice, the early use of HOFV has shown beneficial effects on
oxygenation, being an effective rescue therapy in ARDS patients not responding to

CMV (28). However, while there are many studies evaluating the effects of
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mechanical ventilation on oxygenation, lung inflammation, and histological injury in
animal models of ALI, only a few have analyzed oxidative stress (3, 36). Rotta et al.
(36) in a similar model of ALI in rabbits, studied oxidative stress by measuring
malondialdehyde, which is a nonspecific biomarker of lipid peroxidation (42).
Although HFOV did show lower lipid peroxidation than CMV, this conventional assay
has been criticized due to its low specificity and sensitivity (18, 46). Using another
oxidative stress marker (myeloperoxidase), authors showed reduced lung oxidative
damage in HFOV in a rabbit model of gastric juice aspiration (3). Even though
myeloperoxidase has been reportedly associated with tissue damage involving
inflammatory cells, it only implicates oxidant activity of neutrophils and other
myeloperoxidase-containing cells (45). Our group, in a recently experimental study
(34), found that HFOV showed better oxygenation, reduced inflammatory and
histopathological injury, and lower oxidative stress (evaluated by TAP) compared to
CMV using this model of ALI.

To our knowledge, there is no study available correlating overall antioxidant
defense and oxidative stress in peripheral blood and target tissue in animal model of
ALL.

To analyze oxidative DNA damage using comet assay, a single-cell
suspension can be obtained from solid tissue by tissue mincing and a second
digestive step by incubation with proteolytic enzymes such as collagenase or trypsin
(9), mincing briefly with a pair of fine scissors (40) or by pushing the tissue sample
through a mesh membrane (20). Cell nuclei can be obtained by homogenization (29,
37). During mincing or homogenization, EDTA can be added to the processing
solution to chelate calcium/magnesium and prevent endonuclease activation, and

radical scavengers (e.g. DMSQO) can be added to prevent oxidant-induced DNA
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damage. Any cell dissociation method is acceptable as long as it can be
demonstrated that the process is not associated with inappropriate background levels
of DNA damage (20).

In the current study, the homogenization technique with cold PBS using a
Potter homogenizer was applied obtaining a good number of cells. Moreover, we
found that homogenization technique was much quicker and simpler than enzyme
treatment under this condition. Comparable results have been reported by others (29,
37) using similar technique, which isolates nuclei to apply comet assay in liver, lung,
spleen, kidney and bone marrow cells.

From our results, antioxidant defense and oxidative stress showed
comparable degree of oxidative injury evaluated in plasma and in lung tissue. It was
interesting to note that target tissue had a significant correlation with plasma relating
to antioxidant performance and DNA damage, suggesting that oxidative damage
analyzed in peripheral blood can be correlated with target tissue for DNA damage
analyzed by comet assay and overall antioxidant defense using TAP assay. In
agreement, Wiencke et al. (44) reported a positive correlation between DNA adduct
levels in blood mononuclear cells and lung tissue using the *’P-postlabeling assay,
measuring aromatic hydrophobic DNA adducts in 143 patients with lung cancer.

A few studies have reported the effect of oxygen exposure on DNA damage
evaluated by comet assay in lung cells. Barker et al. (5) using comet assay found that
mice exposed to 95% oxygen more than 8 hours increased DNA base damage in the
entire population of pulmonary cells compared to mice in room air (5). Similar results
for DNA fragmentation in tissue sections in situ and type Il cells were observed by
others using TUNEL assay and comet assay (4, 35). In the current study, animals in

the healthy group were not exposed to oxygen, whereas animals subjected to the
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CMV or HFOV were exposed to 100% oxygen for a short period. Considering that
TAP and DNA damage in animals assigned to the HFOV group were comparable to
those in the healthy group, it is probable that the low tidal volume and mean airway

pressure used in the HFOV method exert protective effect against oxidative stress.

Conclusions

In summary, this study demonstrates that DNA damage analysis by comet
assay and overall antioxidant defense by TAP assay can identify the oxidative stress
in this experimental model of ALI. The significant correlation between comet and TAP
assay in target tissue and peripheral blood suggests that peripheral blood could be
used for large epidemiologic studies conducted in the field, when target tissue is not
possible to be accessed, although further studies warrant evaluating the correlation
between target tissue and peripheral blood cells for DNA damage in humans. HFOV

showed substantial benefits in this animal model of ALI compared with CMV.
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2. Interactive effects of mechanical ventilation, inhaled nitric oxide and

oxidative stress in acute lung injury

Este manuscrito estd sendo elaborado a partir da idéia de que o 6xido nitrico
inalatorio (NOi) tem papel importante sobre o metabolismo oxidativo pulmonar, uma
vez que este gas é um potente vasodilatador local, que melhora a circulacéo
pulmonar, com consequente aumento da oxigenacdo e também apresenta acao
protetora contra a lesdo pulmonar oxidativa, sem provocar vasodilatacéo sistémica.

O NOi tem sido utilizado como tratamento adjuvante em pacientes com
SDRA. Em nosso estudo o gas foi associado ou ndo a diferentes modos de
ventilacdo mecanica com o objetivo de avaliar a interacdo entre o NOi e o tratamento
com a ventilacdo mecanica pulmonar. Secundariamente, este estudo objetivou
avaliar a presenca de NO na circulacdo sistémica dos animais por meio da medida
da concentracéo dos produtos do NO plasmatico (NOx).

De nosso conhecimento, ndo existem estudos que tenham avaliado a
interacdo dos efeitos do NOi sobre o metabolismo oxidativo pulmonar na
fisiopatologia da LPA/SDRA, associado ou ndo aos diferentes tratamentos com
ventilagdo mecanica convencional protetora ou ventilagdo oscilatéria de alta
frequéncia.

A seguir apresentaremos o0 resumo do manuscrito que esta em fase de

elaboracao.
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ABSTRACT

Objective: To compare protective conventional mechanical ventilation (CMV) and
high-frequency oscillatory ventilation (HFOV) associated with/without inhaled nitric
oxide (INO) for oxygenation, antioxidant/oxidative stress status, DNA damage,
inflammatory and histopathological lung injury in a rabbit model of acute lung injury.
Design: Prospective, sham controlled, and in vivo animal study.

Setting: University animal research facility.

Subjects: Forty male 8 weeks old Norfolk white rabbits.

Interventions: Rabbits were instrumented with tracheotomy and vascular catheters.
Lung injury was induced by tracheal infusion of warm saline. Animals were ventilated
at FiO, 1.0 and assigned to one of five groups: a) Sham Control (CG): without ALI +
CMV; b) ALl + CMV (MVG); ¢) ALI + CMV + iNO (MVGNO); d) ALI + HFOV (HFG),
and e) ALI + HFOV + INO (HFGNO). Overall antioxidant defense/oxidative stress
was assessed in lung tissue and plasma by total antioxidant performance (TAP)
assay and oxidative DNA damage by a single cell gel electrophoresis. Ventilatory and
hemodynamic parameters were recorded every 30 minutes up to 4 hours.
Measurements and Main Results: ALl groups showed worse oxygenation as
compared to those of CG after lung injury (CG: 438.4+87.1 > MVG: 79.9+12.7 =
MVGNO: 80.7£24 = HFG: 66.2+34.2 = HFGNO: 56+21; p<0.05). After 4 hours of
mechanical ventilation, HFOV groups presented significant improvement in
oxygenation (PaO,, CG: 465.9+30.5 = HFG: 399.1+98.2 = HFGNO: 326.9+119 >
MVG: 232.7+104 = MVGNO: 218.3+118; p< 0.05). HFOV and CMV associated with
INO showed significant reduction in lung oxidative stress (TAP, % protection: CG:
59.4+4.52 = MVGNO: 56.3£2.40 = HFG: 69.0+4.99 = HFGNO: 68.9+4.14 > MVG:

47.6x2.58; p< 0.05) and DNA damage (CG: 10.6+5.79 = MVGNO: 8.5£3.06 = HFG:
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8.6£2.42 = HFGNO: 7.1£2.18 < MVG: 29.9+12.37; p< 0.001) compared to CMV
group without iINO. There was no significant difference in plasma NO concentration
among groups.

Conclusions: High-frequency oscillatory ventilation and inhaled nitric oxide showed
protective effect against oxidative lung injury in a rabbit model of acute lung injury.
Also, protective conventional mechanical ventilation associated with iNO had reduced

oxidative DNA damage compared to CMV without iNO.
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IV — Comentéarios finais

A LPA e a SDRA sdo doencas respiratérias graves e que motivam a
internacdo ou complicam a evolucdo de criancas e adultos gravemente enfermos. A
evolucdo muitas vezes dramatica destes pacientes exige busca incessante de novas
formas de tratamento e melhor entendimento da fisiopatologia.

Sabidamente, a doenca apresenta fisiopatologia complexa, com lesao
pulmonar extensa e consequente diminuicao da relacéo V/Q e da oxigenacdo. Desta
forma, além da estabilizacdo hemodinamica e hidreletrolitica, a ventilagdo mecéanica
€ parte fundamental do tratamento. Apesar da utilizacdo da VM protetora, nem
sempre 0s pacientes respondem satisfatoriamente, necessitando de outras
modalidades ventilatérias e tratamentos adjuvantes.

O trabalho apresentado como tese comparou diferentes modos de ventilagao
mecanica na LPA induzida experimentalmente e concluiu que a VAF se associou a
menor lesdo pulmonar oxidativa, ou seja, maior protecdo pulmonar quando o método
de avaliacdo foi o TAP. A propdsito, este € o primeiro estudo a utilizar tal
metodologia de avaliagdo do estresse oxidativo em LPA.

O primeiro artigo citado como Desdobramento da tese, “Biomarkers for
oxidative stress in acute lung injury induced in rabbits submitted to different
strategies of mechanical ventilation”, demonstrou que a analise da lesdo de DNA
verificada pelo teste do cometa e a capacidade antioxidante total, avaliada pelo TAP,
identificaram o estresse oxidativo pulmonar no modelo empregado, de forma a se
entender que ambos possam ser considerados biomarcadores do estresse oxidativo.
O fato de ter havido correlagéo positiva significante entre TAP no tecido pulmonar e

no sangue periférico, da mesma forma que para o teste do cometa, sugere que tais
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métodos possam ser aplicados em estudos clinicos nos quais a obtencao do tecido
alvo néo é viavel.

O segundo artigo que esta em fase de elaboracdo, “Interactive effects of
mechanical ventilation, inhaled nitric oxide, and oxidative stress in acute lung injury”,
abordara a utilizacdo de diferentes modos ventilatérios, associados ou ndo ao NOi,

sobre o estresse oxidativo pulmonar.
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